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Vývoj, maturace a životaschopnost neurosenzorických buněk vnitřního ucha je závislá 
na přesné časové a prostorové expresi transkripčních faktorů. Předmětem studia předkládané 
práce je objasnění funkce transkripčních faktorů ISL1, SOX2 a NEUROD1 v neurosenzorickém 
vývoji vnitřního ucha za použití tří myších modelů [Tg(Pax2-Isl1)], Sox2CKO a Neurod1CKO. 
Myší mutant [Tg(Pax2-Isl1)] má ve svém genomu transgenní sekvenci kódující gen Isl1, 
jehož exprese je řízena regulační sekvencí pro gen Pax2. Ektopická exprese ISL1 řízená 
regulační sekvencí Pax2 vedla ke zvětšení kochleovestibulárního ganglia a urychlený růst 
neuritů vnitřního ucha u embryí [Tg(Pax2-Isl1)]. V dospělosti u těchto mutantů docházelo 
k urychlené ztrátě sluchu v důsledku zhoršující se funkce vnějších vláskových buněk. Tyto 
změny korelovaly se ztrátou eferentních vláken z mediální olivy superior inervující vnější 
vláskové buňky. Poprvé jsme ukázali, že podstatou stařecké nedoslýchavosti (presbyakuze) 
kromě ztráty vláskových buněk a neuronů spirálního ganglia může být i poškození eferentní 
inervace. Kromě presbyakuze byly myši [Tg(Pax2-Isl1)] hyperaktivní. Po podání pikrotoxinu, 
blokátoru chloridových kanálů spjatých s GABA receptory, došlo u těchto mutantů 
k významnému potlačení hyperaktivity. Tyto analýzy ukázaly, že nadměrná a ektopická exprese 
ISL1 ovlivnila funkci GABAergních neuronů. Kromě změn v GABA signalizaci měli tito 
mutanti zmenšený colliculus inferior a nesprávně morfologicky formovaný mozeček, což 
souvisí s abnormálním vestibulárním fenotypem myší [Tg(Pax2-Isl1)]. 
Pro analýzy funkce SOX2 ve vývoji vnitřního ucha byl pomocí systému Cre-loxP vytvořen 
nový myší model s podmíněnou delecí Sox2 v buňkách exprimujících ISL1 (Sox2CKO). 
U Sox2CKO docházelo k diferenciaci pouze omezeného počtu vláskových buněk v utrikulu, 
sakulu a bázi kochley, zatímco kristy a kochleární apex zůstaly zcela bez vláskových buněk. 
Jeden z hlavních rozdílů mezi vláskovými buňkami v těchto dvou skupinách orgánů vnitřního 
ucha je jejich původ. Vláskové buňky krist a kochleárního apexu se vyvíjí výhradně ze 
senzorických prekurzorů, zatímco část vláskových buněk v utrikulu, sakulu a bázi kochley 
vzniká z neurosenzorických prekurzorů, což by mohlo ovlivnit jejich diferenciaci u Sox2CKO. 
Analýzy neurálního vývoje vnitřního ucha ukázaly, že raně se vyvíjející neurony, které inervují 
vestibulární orgány a kochleární bázi, se diferencovaly u Sox2CKO, avšak časem podléhaly 
apoptóze v důsledku nedostatku neurotrofických faktorů, které jsou produkované vláskovými 
buňkami. Naopak později vznikající neurony v apexu se u Sox2CKO vůbec nediferencovaly. 
 
 
SOX2 je tedy nutný pro diferenciaci později se vyvíjejících apikálních sluchových neuronů, pro 
přežití vestibulárních a bazálních sluchových neuronů a pro diferenciaci vláskových buněk 
senzorického původu. 
Pomocí systému Cre-loxP byl také vytvořen unikátní model s tkáňově specifickou delecí 
Neurod1 pouze ve vnitřním uchu a se zachováním exprese NEUROD1 v komponentech 
centrální sluchové dráhy v mozku (Neurod1CKO). Využitím tohoto modelu bylo možné ukázat, 
jak vývojové změny na periferii ovlivňují funkce centrální sluchové dráhy. Primárním 
důsledkem delece Neurod1 byla zkrácená kochlea se sníženým počtem neuronů spirálního 
ganglia, dezorganizovanou inervací a chybějícím tonotopickým uspořádáním. Důsledkem změn 
ve vnitřním uchu docházelo sekundárně k vývoji zmenšeného kochleárního jádra postrádajícího 
tonotopické uspořádání. Tyto změny vedly ke změnám vlastností neuronů v colliculus inferior 
projevující se zhoršenými funkcemi při zpracování akustického signálu – omezené vnímání 
slyšitelných frekvencí, zhoršená selektivita frekvencí a abnormální odpovědi při behaviorálních 
testech. 
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The development, maturation, and viability of inner ear neurosensory cells depend on the 
spatiotemporal expression of multiple transcriptional factors. Based on three mouse models 
[Tg(Pax2-Isl1)], Sox2CKO, and Neurod1CKO, this thesis investigates the function of three 
transcriptional factors ISL1, SOX2 and NEUROD1 in the neurosensory development of the 
inner ear. 
The mouse mutant [Tg(Pax2-Isl1)] carries transgenic sequence containing Isl1 gene under 
Pax2 regulatory sequence in its genome. ISL1 ectopic expression driven by Pax2 regulatory 
sequence resulted in the enlarged cochleovestibular ganglion and accelerated neurite extension 
in [Tg(Pax2-Isl1)] embryos. In adult mutants, we detected an early onset of age-related hearing 
loss correlating with the worsening function of outer hair cells. These changes were associated 
with the loss of medial olivocochlear efferent neuron fibers innervating outer hair cells. For the 
first time, we showed that the age-related hearing loss (presbyacusis) might be caused by 
efferent innervation defects besides hair cell loss and spiral ganglion degeneration. In addition 
to presbyacusis, [Tg(Pax2-Isl1)] mice suffered from hyperactivity that was diminished by the 
administration of picrotoxin – channel blocker for GABA receptor chloride channels. This 
indicates that ISL1 overexpression impacts GABAergic neuron function. Besides changes in 
GABAergic signalization, [Tg(Pax2-Isl1)] mice had the reduced size of inferior colliculus and 
the aberrant morphology of the cerebellum, corresponding to the abnormal vestibular phenotype 
of these mutant mice. 
For analysis of SOX2 function during inner ear development, we generated a new mouse 
model with conditional deletion of Sox2 in ISL1 positive cells using the Cre-loxP system 
(Sox2CKO). In Sox2CKO, a limited number of hair cells of neurosensory origin differentiated 
in the utricle, saccule, and cochlear base, while all cristae and the cochlear apex were devoid of 
any hair cells derived from sensory precursors. Early developed neurons innervating the 
vestibular end organs and cochlear base differentiated in Sox2CKO. However, all these early 
differentiated neurons died later by apoptosis due to a lack of neurotrophins that are produced 
by hair cells. Late forming apical neurons in the cochlea did not differentiate at all in Sox2CKO. 
Our results demonstrate that transcriptional factor SOX2 is necessary for the differentiation of 
late forming neurons in the cochlear apex, for the maintenance of vestibular and basal spiral 
ganglion neurons, and for the differentiation of hair cells derived from sensory progenitors. 
 
 
We used the Cre-loxP system to conditionally delete Neurod1 gene in the inner ear but 
to retain NEUROD1 expression in the auditory nuclei and auditory midbrain (Neurod1CKO). 
Using Neurod1CKO, we demonstrated how developmental changes in the periphery affect the 
function of the central auditory system. The primary consequence of Neurod1 deletion was 
shortened cochlea containing reduced number of spiral ganglion neurons with disorganized 
innervation and missing tonotopy. Abnormalities in the inner ear resulted in the size reduction 
of the cochlear nucleus and a loss of tonotopic organization of the central auditory pathway. 
These changes altered tuning properties of inferior colliculus neurons – truncated frequency 
range, worsened frequency selectivity, and abnormal responses in behavioral tests.  
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ABR Vyšetření sluchových kmenových potenciálů (z angl. Auditory brainstem 
response test) 
ADHD Porucha pozornosti s hyperaktivitou (z angl. Attention deficit hyperactivity 
disorder) 
ATOH1 Transkripční faktor ATOH1 (z angl. Protein atonal homolog 1) 
BARHL1 Transkripční faktor BARHL1 (z angl. BarH-like 1 homeobox protein) 
BDNF Mozkový neurotrofní faktor (z angl. Brain-derived neurotrophic factor) 
bHLH Strukturní motiv zásadité šroubovice–smyčka–šroubovice (z angl. basic helix-
loop-helix) 
BMP4 Kostní morfogenetický protein 4 (z angl. Bone morphogenetic protein 4) 
c-Fos Protoonkogen c-Fos (z angl. Proto-oncogene c-Fos) 
CACNG1 Podjednotka gama-1 napěťově řízeného vápníkového kanálu (z ang. Voltage-
dependent calcium channel gamma-1 subunit) 
CALB2 Protein kalretinin (z ang. Calretinin), produkt genu Calb2 
CDKN1B Inhibitor cyklin-dependentní kinázy 1B (z angl. Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1B) 
CKO Podmíněná (tkáňově specifická) delece (z angl. Conditional knock out) 
CN Kochleární jádro (z ang. Cochlear nucleus) 
DCN Dorsální kochleární jádro (z ang. Dorsal cochlear nucleus) 
DLG4 Protein DLG4 (z ang. Disks large homolog 4) 
DLL1 Ligandový protein DLL1 (z ang. Delta-like protein 1) 
DLX5 Transkripční faktor DLX5 (z angl. Homeobox protein DLX-5) 
DPOAE Měření otoakustických emisí (z angl. Distortion Product Otoacoustic 
Emission) 
E Embryonální den 
EN1 Transkripční faktor EN1 (z angl. Homeobox protein engrailed-1) 
EYA1 Transkripční faktor EYA1 (z angl. Eyes absent homolog 1) 
FGF Fibroblastový růstový faktor (z angl. Fibroblast growth factor) 
FOXG1 Transkripční faktor FOXG1 (z angl. Forkhead box protein G1) 
 
 
GABA Kyselina gama-aminomáselná (z angl. gamma-Aminobutyric acid) 
GATA3 Transkripční faktor GATA3 (z angl. Trans-acting T-cell-specific transcription 
factor GATA-3) 
GBX2 Transkripční faktor GBX2 (Homeobox protein GBX-2) 
HMG Proteinová rodina vysoké mobility v elektroforetickém poli (z ang. High 
mobility group) 
HOX2 Transkripční faktory HOX2 (z angl. Homeobox proteins Hox2) 
ISL1 Transkripční faktor ISL1 (z angl. Insulin gene enhancer protein ISL-1) 
JAG Ligandy JAG signalizační dráhy Notch (z angl. Protein jagged) 
LIM Strukturní motiv LIM (z angl. LIN11 - ISL1 - MEC3) 
NEUROD1 Neurogenní diferenciační faktor 1 (z angl. Neurogenic differentiation factor 1) 
NEUROD4 Neurogenní diferenciační faktor 4 (z ang. Neurogenic differentiation factor 4) 
NEUROG1 Transkripční faktor Neurogenin-1 (z angl. Neurogenin-1) 
NHLH1 Transkripční faktor NHLH1 (z ang. Helix-loop-helix protein 1) 
NHLH2 Transkripční faktor NHLH2 (z ang. Helix-loop-helix protein 2) 
NOTCH1 Receptor NOTCH1 (z angl. Neurogenic locus notch homolog protein 1) 
NTF-3 Neurotrofin-3 (z angl. Neurotrophin-3) 
OCT4 Transkripční faktor OCT4 (z angl. Octamer-binding protein 4) 
OTX2 Transkripční faktor OTX2 (z ang. Homeobox protein OTX2) 
P Postnatální den 
PAX2 Transkripční faktor PAX2 (z angl. Paired box protein Pax-2) 
PAX8 Transkripční faktor PAX8 (z angl. Paired box protein Pax-8) 
PCR Polymerázová řetězová reakce (z angl. Polymerase chain reaction) 
POU4F3 Transkripční faktor POU4F3 (z angl. POU domain, class 4, transcription 
factor 3) 
PROX1 Transkripční faktor PROX1 (z angl. Prospero homeobox protein 1) 
RIF Velikost odpovědi neuronu v závislosti na intenzitě zvuku (z angl. rate-
intensity function) 
SHH Morfogen SHH (z angl. Sonic hedgehog protein) 
 
 
SIX1 Transkripční faktor SIX1 (z angl. Homeobox protein SIX1) 
Snca Gen pro α-synuklein 
SOX10 Transkripční faktor SOX10 (z ang. Transcription factor SOX-10) 
SOX2 Transkripční faktor SOX2 (z angl. Transcription factor SOX-2) 
TBX1 Transkripční faktor TBX1 (z angl. T-box transcription factor TBX1) 
TNFα Nádor nekrotizující faktor α (z ang. Tumor necrosis factor α) 
VCN Ventrální kochleární jádro (z ang. Ventral cochlear nucleus) 









Ztrátou či poškozením sluchu trpí přes 5 % lidské populace - 432 milionů dospělých a 34 
milionů dětí a předpokládá se, že v roce 2050 bude každý desátý člověk postižen 
nedoslýchavostí (World Health Organization, 20. března 2019). Příčiny ztráty sluchu mohou být 
vrozené nebo získané. Mezi vrozené příčiny se řadí genetické poruchy či komplikace během 
těhotenství a porodu (nízká porodní hmotnost novorozence, závažná novorozenecká žloutenka, 
užívání aminoglykosidových antibiotik matkou v těhotenství atd.). V průběhu života může být 
sluch poškozen v důsledku infekčních onemocnění, při úrazech hlavy a krku, ale nejčastější 
příčinou poškození sluchu je nadměrný hluk. Všechny zmíněné vlivy negativně působí 
na neurony a senzorické buňky vnitřního ucha, které nejsou schopny regenerace. Pokud se tyto 
buňky poškodí nadměrným hlukem, biologickým či chemickým působením, podléhají apoptóze 
a jejich ztráta je nevratná. 
V současné době jsou jedinou možností léčby naslouchadla či kochleární implantáty, které 
zesilují a modulují zvuk. Avšak i tyto pomůcky mají své limity a nejsou vhodné pro každého 
pacienta trpícího poškozením sluchu. Současný výzkum je zaměřen na biologickou léčbu, 
při které by bylo možné naprogramovat buňky vnitřního ucha k transdiferenciaci 
na neurosenzorické buňky, čímž by bylo možné nahradit chybějící poškozené neurony a 
senzorické buňky. Za tímto účelem je nezbytné důkladně zmapovat transkripční regulaci a 
signální dráhy účastnící se embryonální i postnatální fáze vývoje vnitřního ucha a centrální 
sluchové dráhy. Tato disertační práce je zaměřena na objasnění funkce klíčových transkripčních 
faktorů (ISL1, SOX2 a NEUROD1) během proliferace, maturace a diferenciace 
neurosenzorických buněk vnitřního ucha i dalších úrovní sluchové dráhy, což přispívá 




2 Teoretický úvod 
2.1 Sluchově rovnovážné ústrojí 
Lidské ucho je sluchově rovnovážným orgánem, které má tři části – vnější (zevní), střední a 
vnitřní ucho (Obrázek 1)(Králíček 2004, Čihák 2016). Zevní ucho začíná boltcem (auricola), 
pokračuje zvukovodem (meatus acusticus externus) a je ukončeno membránou zvanou bubínek 
(membrana tympani). Hlavní funkcí vnějšího ucha je zachycení a vedení zvuku do dalších částí 
sluchového ústrojí. Za bubínkem se nachází dutina bubínková (cavitas tympani), kde jsou 
uloženy středoušní kůstky kladívko (malleus), kovadlinka (incus) a třmínek (stapes). Střední 
ucho zajišťuje amplifikaci signálu, neboť se energie z relativně velké plochy bubínku přenáší 
pákovým systémem na malé oválné okénko, které přiléhá k třmínku. Výsledkem tohoto 
mechanismu je 22násobné zesílení akustického tlaku na oválné okénko, kterým začíná vnitřní 
ucho. Vnitřní ucho je komplexní blanitý orgán tvořený kochleou a rovnovážným systémem a je 
uloženo v kostěném labyrintu. Buňky vnitřního ucha detekují vibrace vznikající zvukem či 
pohybem a transformují je na elektrický signál pro neurony VIII. hlavového nervu. 
 
Obrázek 1: Schématické znázornění lidského ucha. Zvuky jsou do ucha přiváděny zvukovodem, jenž 
je ukončen bubínkem. V bubínkové dutině se nalézají tři středoušní kůstky (kladívko, kovadlinka a 
třmínek) zesilující přicházející signál vedoucí do vnitřního ucha, jenž se skládá ze sluchového (kochlea) 
a rovnovážného (vestibulárního) orgánu. Převzato a upraveno z (Chittka a Brockmann 2005). 
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2.2 Morfologie vnitřního ucha 
Kostěný labyrint vnitřního ucha je uložen v kosti spánkové, je vyplněn tekutinou zvanou 
perilymfa a obsahuje membránový labyrint s endolymfou (Králíček 2004, Čihák 2016). 
Sluchově rovnovážný orgán vnitřního ucha je tvořen šesti blanitými orgány. Cortiho orgán 
detekující zvuk se nachází v kochlee (cochlea). Rovnovážný (vestibulární) systém obsahuje tři 
polokruhovité kanálky (ductus semicircularis) pro detekci úhlového zrychlení a dva na sebe 
kolmé váčky sakulus (sacculus) a utrikulus (utriculus), které zaznamenávají zrychlení lineární. 
2.2.1 Kochlea (Cochlea) 
Kochlea je membránami podélně rozdělena na tři části – scala vestibuli, scala media a scala 
tympani (Obrázek 2)(Králíček 2004, Čihák 2016). Mezi scala vestibuli a scala media se nachází 
Reisnerova membrána, zatímco basilární membrána rozděluje scala media a scala tympani. 
Scala vestibuli a scala tympani jsou propojeny ve vrcholu kochley (apexu) tzn. helicotremou a 
obsahují perilymfu, která je svým složením podobná krevní plazmě či mozkomíšnímu moku 
(vysoká koncentrace sodných iontů a nízká koncentrace draselných iontů). Naopak scala media 
je zcela uzavřena a vyplněna endolymfou, jenž má obdobné složení jako nitrobuněčná tekutina 
(vysoká koncentrace draselných kationtů a nízká koncentrace sodných kationtů). Koncentrace 
iontů endolymfy je udržována aktivním transportem buňkami uloženými ve stria vascularis 
(Forge a Wright 2002). Ve scala media je uložen Cortiho orgán, který obsahuje senzorický 
epitel. 
 
Obrázek 2: Struktura kochley. Sluchový Cortiho orgán je uložen ve scala media nacházející se mezi 
scala vestibuli a scala tympani. Převzato a upraveno z (Delacroix a Malgrange 2015). 
Epitelové buňky Cortiho orgánu leží na basilární membráně (Obrázek 3)(Forge a Wright 
2002). Za percepci zvuku a přeměnu mechanických akustických vibrací na elektrický signál 
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zodpovídají specializované senzorické vláskové buňky. Ty jsou v kochlee uspořádané do jedné 
řady vnitřních a tří řad vnějších vláskových buněk. Mezi vnitřními a vnějšími buňkami se 
nachází Cortiho tunel. Vláskové buňky mají na apikální straně tenké výběžky zvané stereocilie, 
které se v případě vnějších vláskových buněk dotýkají extracelulární tektoriální membrány. 
Na bazální straně vláskových buněk se nacházejí nervová zakončení aferentních vláken neuronů 
sluchového (spirálního) ganglia a eferentních vláken neuronů komplexu olivy superior (nucleus 
olivaris superior) z mozkového kmene. Žádná vlásková buňka přímo nesousedí s další 
vláskovou buňkou, ale je obklopena buňkami podpůrnými. 
 
Obrázek 3: Řez Cortiho orgánem znázorňující epitelové buňky. Senzorické buňky jsou znázorněny 
černou barvou a jsou uspořádány do jedné řady vnitřních a tří řad vnějších vláskových buněk. Vláskové 
buňky jsou inervovány nervovými vlákny spirálního ganglia. Různé typy podpůrných buněk obklopující 
vláskové buňky jsou barevně odlišeny. Zmíněné epitelové buňky leží na basilární membráně a tektoriální 
membrána se klene nad stereociliemi vláskových buněk. Převzato a upraveno z (Wan, Corfas et al. 
2013). 
Charakteristickým znakem epitelových vláskových buněk jsou mechanosenzorické 
stereocilie tvořené aktinovými vlákny spojené myosiny. Rigidní stereocilie jsou na apikální 
straně buněk organizovány do řad se zvětšující se výškou, přičemž nejvyšší řada stereocilií je 
na všech sluchových vláskových buňkách orientována stejným směrem (Lim 1986). Řady 
stereocilií jsou ve svém vrcholu spojeny. Na vnitřních vláskových buňkách tvoří stereocilie 
jednu vyšší téměř rovnou řadu a několik nižších řad, zatímco na vnějších vláskových buňkách 
jsou uspořádány ve třech až čtyřech pravidelně odstupňovaných řadách do písmene W. 
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U vnějších vláskových buněk lze pozorovat rozdíly v počtu stereocílií mezi apexem a bází 
(u člověka obsahuje jedna vnější vlásková buňka v apexu 50 a v bázi 120 stereocilií). Výška 
vnějších vláskových buněk roste od báze k apexu. Senzorické buňky jsou nejmenší v bázi a 
nejvyšší v apexu. Obdobně je to i s výškou stereocilií, které jsou nejvyšší v apexu kochley. 
Žádné podobné gradienty nebyly zaznamenány u vnitřních vláskových buněk, ty však obsahují 
stereocilie o 30-50% širší než vnější vláskové buňky. Vnitřní a vnější vláskové buňky se liší 
nejen vzhledem, ale mají také odlišné funkce. Vnitřní vláskové buňky detekují zvuk ve formě 
chvění basilární membrány a pomocí mechanotransdukce převádějí mechanické vibrace 
na elektrický signál předávaný aferentním neuronů spirálního ganglia. Vnější vláskové buňky 
zastávají funkci mechanického zesilovače vibrací díky proteinu zvaného prestin (Zheng, Shen 
et al. 2000, Liberman, Gao et al. 2002).  
Vláskové buňky jsou inervovány aferentními vlákny vedoucími z neuronů spirálního ganglia. 
Toto ganglium obsahuje dva druhy bipolárních neuronů (Fuchs a Glowatzki 2015). Většinu 
spirálního ganglia (90-95 %) tvoří senzorické neurony I. typu, které svými širšími, myelinovými 
a nerozvětvenými dendrity inervují výhradě vnitřní vláskové buňky. Na jedné vnitřní vláskové 
buňce se nalézají nervová zakončení z více neuronů, ale jeden neuron spirálního ganglia 
inervuje vždy jen jednu vnitřní vláskovou buňku. Synapse mezi vnitřní vláskovou buňkou a 
neuronem I. typu se nazývá „ribbon“ synapse (Nouvian, Beutner et al. 2006). Hlavní funkcí 
neuronů spirálního ganglia I. typu je přenos informací z vláskových buněk do vyšších vrstev 
centrální sluchové dráhy. Neurony vnitřního ucha I. typu se dále dělí na tři poddruhy na základě 
odlišného transkriptomu – Ia, Ib a Ic (Shrestha, Chia et al. 2018, Sun, Babola et al. 2018). 
Na druhou stranu několik vnějších vláskových buněk je inervováno jediným vláknem neuronu 
typu II, které zaujímají pouze 5-10 % spirálního ganglia. Vlákna neuronů II. typu jsou užší a 
nemyelinová (Fuchs a Glowatzki 2015). Na rozdíl od neuronů I. typu nejsou neurony II. typu 
aktivovány zvukovými podněty, ale nejspíše hrají důležitou roli při detekci poškození vnějších 
vláskových buněk. Kromě aferentních vláken spirálního ganglia lze také na všech vláskových 
buňkách nalézt eferentní zakončení vycházející z mozkového kmene modulující funkci 
senzorických buněk. Vlákna z laterální olivy superior zpětně kontrolují „ribbon“ synapse, 
zatímco vlákna neuronů mediální olivy superior končí na vnějších vláskových buňkách (Rabbitt 
a Brownell 2011, Fuchs a Lauer 2018). 
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Neméně důležité pro funkce kochley jsou podpůrné buňky, vyskytující se mezi buňkami 
vláskovými. Podpůrná buňka je spojena s vláskovou či jinou podpůrnou buňkou těsnými či 
adhezními spoji a podpůrné buňky mezi sebou komunikují pomocí vodivých spojů (Wan, Corfas 
et al. 2013). Podle odlišností v morfologii můžeme v kochlee rozlišit šest druhů podpůrných 
buněk: Claudiovy buňky, Hensenovy buňky, Deitersovy buňky, pilířové buňky, vnitřní 
falangeální buňky a hraniční buňky (Obrázek 3). Podpůrné buňky mají ve vnitřním uchu několik 
důležitých funkcí – udržují rigidní a velmi organizovanou strukturu Cortiho orgánu (zejména 
pilířové a Deitersovy buňky), regulují rovnováhu iontů důležitou pro vláskové buňky, produkují 
složky tektoriální membrány a jsou schopny odstranit poškozené vláskové buňky 
pomocí fagocytózy. 
 
Obrázek 4: Schématické znázornění procesu mechanotransdukce vláskové buňky a tonotopického 
uspořádání lidské kochley. A – Při vychýlení stereocilií na vnitřní vláskové buňcedochází k otevření 
mechanicky řízených iontových kanálů a k následné depolarizaci buňky vedoucí ke změně v propustnosti 
napěťově řízených kanálů. Vstupující vápenaté ionty způsobí vylití neurotransmiteru do synaptické 
štěrbiny. B – Proměnlivá tuhost basilární membrány umožňuje detekovat nízké frekvence v apexu a 
vysoké frekvence v bázi. Uvedené frekvence odpovídají sluchovému rozsahu zdravého člověka. 
Převzato a upraveno z (Purves, Augustine et al. 2001, Lahav a Skoe 2014). 
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Hlavní úlohou Cortiho orgánu je převod mechanických vln na elektrický impuls procesem 
zvaný mechanotransdukce (Obrázek 4A)(Fettiplace 2017). Zvukové vlny po vstupu 
do zvukovodu rozechvějí bubínek a dále se vibrace šíří středoušními kůstkami a oválným 
okénkem až ke kochlee. Vzniklé vibrace na oválném okénku způsobí pohyb perilymfy uzavřené 
ve scala vestibuli, čímž se rozpohybuje basilární membrána a tím i Cortiho orgán, jenž 
na basilární membráně leží. V důsledku vlnění dochází k vychýlení stereocilií zanořených 
do tektoriální membrány a k otevření mechanicky ovládaných iontových kanálů na apikální 
straně vnitřních vláskových buněk. Z endolymfy bohaté na draselné ionty vstupují do buňky 
kationty způsobující depolarizaci senzorických buněk. Změna membránového potenciálu 
spouští otevření kanálů řízených napěťově, které jsou umístěny na bazolaterální straně 
vláskových buněk. Těmito kanály do buňky začnou proudit vápenaté ionty způsobující vylití 
neurotransmiteru glutamátu ze synaptického váčku vnitřní vláskové buňky do synaptické 
štěrbiny „ribbon“ synapse, čímž dojde k přenosu vzruchu na aferentní neurony spirálního 
ganglia. 
Vláskové buňky umístěné v bazální části kochley se depolarizují při zvucích o vysoké 
frekvenci (u člověka 20 kHz a u myši 70 kHz), zatímco apikální část je zodpovědná za detekci 
nízkých frekvencí (u člověka 20 Hz a u myši 1 kHz)(Obrázek 4B). To je způsobeno unikátní 
vlastností basilární membrány, která je širší a flexibilnější v apikální části, zatímco v bázi je 
úzká a tuhá (Teudt a Richter 2014). Prostorová aktivace určitých vláskových buněk a neuronů 
v daném místě a danou frekvencí se označuje termínem tonotopie. Místo dosažení maximální 
amplitudy je pro jednotlivé frekvence charakteristické. Z konkrétního místa v Cortiho orgánu 
vedou aferentní nervová vlákna zvukovou informaci o jediné frekvenci do mozku. Tonotopické 
uspořádání je udržováno po celou dobu přenosu akustického signálu nervovým systémem až 
do mozkové kůry. 
2.2.2 Rovnovážné ústrojí (Vestibulární systém) 
Ve vestibulárním systému se nalézá celkem pět blanitých orgánů pro detekci úhlového a 
lineárního zrychlení, které zajišťují vnímání polohy hlavy vůči tělu (Obrázek 5). 
Orgány rovnovážného ústrojí obsahují podobně jako Cortiho orgán endolymfu, vláskové a 
podpůrné buňky a také nervová zakončení. Na apikální straně vláskových buněk se nachází 70–
100 aktinových stereocilií odstupňovaných opět podle velikosti a jedno tubulinové kinocilium, 
které stereocilie převyšuje (Khan a Chang 2013)(kinocilium se v Cortiho orgánu nachází pouze 
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v embryonálním vývoji a po narození mizí). Vestibulární vláskové buňky se dají rozdělit na dva 
typy lišící se buněčným tvarem a typem nervového zakončení. Vlásková buňka I. typu je kulatá 
a je obklopena kalichem (calyx) aferentního vlákna, zatímco II. typ vestibulární senzorické 
buňky je cylindrického tvaru a nervové vlákno je zakončeno synaptickým knoflíkem (bouton) 
na bazální straně vláskové buňky. Vláskové buňky II. typu v rovnovážném ústrojí tvoří většinu.
 
Obrázek 5: Rovnovážné ústrojí. Vestibulární systém obsahuje pět orgánů – dvě makuly a tři kristy 
uložené v ampulách. Makuly utrikulu a sakulu detekují lineární zrychlení díky otolitům, zatímco kristy 
umožňují vnímat rotační zrychlení způsobující proudění endolymfy v polokruhovitých kanálcích. 
Převzato a upraveno z (Hawkins 2017). 
V utrikulu a sakulu se nacházejí senzorické orgány zvané makuly (maculae staticae). 
Stereocilie a kinocilie vláskových buněk makul jsou zanořeny do otolitické membrány, 
nad kterou leží krystalky uhličitanu vápenatého tzv. otolity (Obrázek 5)(Králíček 2004, Čihák 
2016). Tyto dvě makuly spolu svírají téměř pravý úhel - vláskové buňky v sakulu leží v ose 
lidského těla a detekují změny v horizontální poloze, zatímco na něj kolmý utrikulus zpracovává 
informace o vertikální poloze. Při pohybu dochází vlivem gravitace k přesunu otolitů, což 
způsobuje ohyb stereocilií na vláskových buňkách. Mechanotransdukce rovnovážných 
vláskových buněk poté probíhá podobně jako v Cortiho orgánu. Obě makuly jsou uprostřed 
rozděleny striolou. V utrikulu jsou vláskové buňky orientovány kinociliem ke striole, ale 
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v sakulu jsou orientovány směrem opačným, tzn. kinocilium smeřuje od strioly. Toto složité 
rozmístění vláskových buněk v makulách pomáhá přesně lokalizovat pozici hlavy k tělu. 
Tři polokruhovité kanálky (anteriorní, posteriorní a laterální; ductus semicircularis anterior, 
posterior et lateralis) leží v na sobě kolmých rovinách a každý kanálek je ukončen rozšířením 
zvaném ampula (ampulla membranacea) obsahující kristu (crista ampullaris), což je senzorický 
orgán pro detekci úhlového zrychlení. Nad vláskovými buňkami krist leží gelovitá kupula 
(cupula ampullaris) bohatá zejména na glykoproteiny. Při otáčení hlavy nebo celého těla 
dochází k pohybu endolymfy v polokruhovitých kanálcích a k následnému vychýlení kupuly 
ze své osy, což spouští proces mechanotransdukce popsaný výše. V kristách jsou vláskové 
buňky na rozdíl od makul orientovány pouze jedním směrem. 
Vestibulární vláskové buňky jsou inervovány aferentními vlákny vestibulárního neboli 
Scarpova ganglia, jenž se nachází mimo kostěný labyrint ve vnitřním zvukovodu (meatus 
acusticus internus)(Khan a Chang 2013). Vestibulární ganglium obsahuje bipolární neurony a 
je rozděleno na dvě části – superiorní vestibulární ganglium s nervovými zakončeními 
v utrikulu, anteriorní a laterální kristě a inferiorní vestibulární ganglium inervující posteriorní 
kristu a sakulus. Vestibulární vlákna odchází z vnitřního ucha vnitřním zvukovodem společně 
se sluchovými vlákny jako sluchově rovnovážný nerv neboli VIII. hlavový nerv. Většina vláken 
míří do vestibulárních jader umístěných v mozkovém kmeni a některá končí v mozečku 
(Králíček 2004). 
2.3 Embryonální a postnatální vývoj vnitřního ucha 
Lidské vnitřní ucho je strukturou i vývojem velmi podobné myšímu sluchově rovnovážnému 
orgánu. Z tohoto důvodu se pro studium vnitřního ucha často využívá myší model. Výhodami 
myšího modelu jsou krátký životní cyklus, početnost potomstva, nenáročnost chovu a 
v neposlední řadě velká genetická homologie s člověkem (DeBry a Seldin 1996). Avšak 
mezi lidskou a myší kochleou existují určité rozdíly (Robles a Ruggero 2001). Lidská kochlea 
je dlouhá 3,5 centimetru a je stočena do dvou a půl otáčky, zatímco myší sluchové ústrojí má 
jednu a tři čtvrtě otáčky o délce 7 milimetrů. Lidské ucho detekuje zvuky o frekvenci 20-20 000 
Hz na rozdíl od myši, která je schopna rozpoznat zvuky o frekvenci 1 – 100 000 Hz. Pro studium 
funkce transkripčních faktorů exprimovaných ve vnitřním uchu byl v této disertační práci využit 
myší model, a proto budou následující kapitoly zaměřeny na vývoj vnitřního ucha u myši. 
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U myši domácí (mus musculus) začíná vývoj vnitřního ucha přibližně osmý den 
embryonálního vývoje (E8), kdy poblíž vyvíjejícího se zadního mozku vzniká z přilehlého 
ektodermu ušní ploténka neboli otická plakoda (Obrázek 6)(Torres a Giraldez 1998). 
Vchlipováním plakody vzniká otická jamka a po jejím uzavření poté otický váček ve věku 
E10,5. Otický váček neboli otocysta je dutina ve tvaru hrušky, ze které se až na výjimky 
(Sandell, Butler Tjaden et al. 2014) tvoří všechny buňky vnitřního ucha (Magarinos, Contreras 
et al. 2012, Xu, Ueno et al. 2017). Do otocysty také migrují buňky z neurální lišty, ze kterých 
se následně diferencují některé neurony a gliové buňky kochleovestibulárního nervu i vláskové 
a podpůrné buňky kochley a makul (Freyer, Aggarwal et al. 2011). Od E9,5 se z otické jamky 
a následně otocysty oddělují prekurzory sluchově rovnovážného (statoakustického) ganglia 
procesem delaminace. Neurony vnitřního ucha se tak diferencují mnohem dříve než senzorický 
epitel, jehož diferenciace z buněk otocysty začíná přibližně od E12 (Torres a Giraldez 1998). 
 
Obrázek 6: Raný vývoj vnitřního ucha na myším modelu. Z ektodermu vzniká vchlipováním otická 
jamka, jejímž uzavřením se vytvoří otický váček, který obsahuje prekurzorové buňky vnitřního ucha 
(modře). Z otického váčku delaminují neuroblasty (žlutě), které diferencují na sluchově rovnovážné 
neurony (červeně). Převzato a upraveno z (Magarinos, Contreras et al. 2012). 
Myší otocysta prochází četnými morfologickými změnami, které vedou k vytvoření šesti 
senzorických orgánů sluchu a rovnováhy (Obrázek 7)(Morsli, Choo et al. 1998). V E11,5 se 
z ventrální strany otického váčku začíná tvarovat kochleární trubice a současně se dorsolaterálně 
rozšiřuje primordium anteriorního a posteriorního polokruhovitého kanálku vestibulárního 
systému. Ve věku E12 se začínají formovat polokruhovité kanálky, které vznikají resorpcí 
okolní tkáně. V tomto věku se vytváří první otáčka kochley a utrikulus je již také rozeznatelný. 
O den později (E13) jsou kanálky zcela oddělené, ventrálně od utrikulu se objevuje sakulus a 
kochlea má vyvinutou jednu polovinu první otáčky. V dalším vývoji orgány vnitřního ucha 
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rostou a dostávají svou konečnou podobu. Kristy polokruhovitých kanálků se formují a kochlea 
se dále prodlužuje – v E15 má jednu a půl otáčky a v E17 dosáhne své konečné jedné a tři čtvrtě 
otáčky. 
Po narození dochází hlavně k maturaci buněk vnitřního ucha a dokončování růstu všech jeho 
orgánů (Mikaelian a Ruben 1965). V kochlee se prodlužují vláskové buňky a vytváří se Cortiho 
tunel mezi vnitřními a vnějšími senzorickými buňkami. V postnatálním dni 8 (P8) jsou vláskové 
a podpůrné buňky srovnatelné se senzorickým epitelem dospělé myši. Spirální ganglium se 
vyvíjí o něco déle a neurony maturují až do věku P10, kdy myši začínají slyšet. 
 
Obrázek 7: Morfologické změny během embryonálního vývoje myšího vnitřního ucha. 
Z jednoduchého útvaru myší otocysty se postupně vytváří šest orgánů vnitřního ucha (A – anteriorně; D 
– dorsálně). Převzato a upraveno z (Morsli, Choo et al. 1998). 
2.4 Molekulární regulace vývoje vnitřního ucha 
Vývoj lidského i myšího vnitřního ucha je řízen regulační sítí transkripčních faktorů a 
protenů signálních drah, jejichž přesná časová a prostorová exprese je klíčová pro specifikaci, 
proliferaci a diferenciaci všech buněk vnitřního ucha. 
Pro indukci formování otocysty jsou klíčové difúzní signální proteiny exprimované 
v okolních buňkách i ve vznikající ušní plakodě. V blízkém mesodermu a neuroektodermu jsou 
exprimovány fibroblastové růstové faktory (FGF); ve struně hřbetní (notochordu) je exprimován 
morfogen „Sonic hedgehog protein” (SHH); proteiny signalizační dráhy „Wingless/Integrated“ 
(WNT) difundují ze zadního mozku a kostní morfogenetický faktor 4 (BMP4) je uvolňován 
z neuroektodermu i z prekurzorů otické plakody (Fritzsch, Beisel et al. 2006). Kombinace výše 
zmíněných proteinů vede ke specifikaci buněk ektodermu na prekurzory vnitřního ucha v otické 
plakodě a k začátku formování otického váčku. Důležitost těchto proteinů byla prokázána 
na myších či kuřecích modelech s částečnou či úplnou delecí genů kódujících tyto proteiny. 
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Fibroblastové růstové faktory jsou exprimovány v neuroektodermu zadního mozku (FGF3 a 
10) a blízké mesenchymální tkáni (FGF10)(Alvarez, Alonso et al. 2003). Role FGF3 a FGF10 
během formování otocysty jsou do značné míry zastupitelné, neboť delece pouze jednoho 
z faktorů se na fenotypu neprojeví, avšak současná delece Fgf3 a Fgf10 u myšího modelu má 
za následek vznik velmi malé či dokonce žádné otocysty. 
Nejranější exprese morfogenu SHH byla ukázána na myším embryu ve věku E10,5 
v notochordu sousedícím s ventrální částí otocysty (Liu, Li et al. 2002). Tento protein hraje 
důležitou roli ve specifikaci neuronů vnitřního ucha, formování kochley a chrupavkového obalu 
vnitřního ucha, který se postnatálně mění na kostěný labyrint. Naopak ligandy signalizační 
dráhy WNT můžeme nalézt již v E8,5 v zadním mozku, který se nalézá v těsné blízkosti dorsální 
části ušní plakody (Riccomagno, Takada et al. 2005). Tato signalizační kaskáda reguluje expresi 
BMP4 a vývoj krist. Z ventrální části otocysty se vyvíjí kochlea, což je řízeno morfogenem 
SHH, zatímco dorsální část otického váčku dává vzniknout vestibulárnímu systému a na tomto 
procesu se podílí zejména proteiny WNT1/3 a BMP4 (Basch, Brown et al. 2016). 
U myši je BMP4 exprimován od E9 a je přítomný v epitelu vnitřního ucha až do P1 
(Blauwkamp, Beyer et al. 2007, Chang, Lin et al. 2008). Výsledky studií ukazují na významnou 
roli BMP4 ve specifikaci senzorických i nesenzorických buněk. Delece genu Bmp4 má u myši 
za následek malformaci polokruhovitých kanálků, deformaci Cortiho orgánu a úbytek 
vláskových a podpůrných buněk. Tyto změny se poté negativně promítají do sluchových a 
rovnovážných funkcí vnitřního ucha. Studie in vitro potvrdila důležitost BMP4 pro přežívání 
postnatálních neuronů spirálního ganglia a růst neuritů (Waqas, Sun et al. 2017). 
Známými ranými transkripčními faktory exprimovanými v myší otocystě jsou: „Trans-acting 
T-cell-specific transcription factor GATA-3“ (GATA3); „T-box transcription factor TBX1“ 
(TBX1); „Paired box protein Pax-2/8“ (PAX2 a PAX8); „Homeobox protein DLX-5“ (DLX5); 
„Forkhead box protein G1“ (FOXG1); „Eyes absent homolog 1“ (EYA1); „Homeobox protein 
SIX1“ (SIX1) a „Octamer-binding protein 4“ (OCT4)(Fritzsch, Beisel et al. 2006). Funkce 
zmíněných transkripčních faktorů jsou různorodé a jejich exprese se různě prolínají. To 
naznačuje složitou síť interagujících transkripčních faktorů podílejících se na proliferaci, 
specifikaci a diferenciaci buněk vnitřního ucha. GATA3 je exprimován již od E8 až 
do postnatálního období v různých částech vnitřního ucha (Lawoko-Kerali, Rivolta et al. 2002). 
Je důležitý pro vývoj spirálního ganglia, vznik polokruhovitých kanálků a struktury kochley a 
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diferenciaci vláskových buněk (Appler, Lu et al. 2013, Duncan a Fritzsch 2013, Luo, Deng et 
al. 2013). TBX1 je aktivní v posterolaterální části otocysty, kde reguluje vývoj epitelu, a naopak 
inhibuje neurální vývoj (Raft, Nowotschin et al. 2004). Dále se také podílí na morfogenezi 
vnitřního ucha. Transkripční faktor PAX2 hraje důležitou roli ve vývoji senzorického epitelu i 
inervace kochley a sakulu ve ventrální části otocysty (Burton, Cole et al. 2004), zatímco DLX5 
je spojován s vývojem dorsálních vestibulárních struktur (Merlo, Paleari et al. 2002). Delece 
genu Foxg1 v myším modelu je zodpovědná za zkrácení kochley a ztrátu kanálků i krist (Pauley, 
Lai et al. 2006, Hwang, Simeone et al. 2009). Také inervace sluchového a vestibulárního 
systému je u těchto mutantů poškozena. Transkripční faktory EYA1 a SIX1 tvoří heterodimer 
vázající se na zesilovač genu Atoh1 („Protein atonal homolog 1“), což je první diferenciační 
marker vláskových buněk (Ahmed, Wong et al. 2012). OCT4 reguluje expresi Neurogeninu-1 
(Neurog1)(Fritzsch, Beisel et al. 2006), který je ve vnitřním uchu detekovatelný od E8,75. 
Protein NEUROG1 je nezbytný pro vývoj statoakustického ganglia a jeho delece vede k úplné 
ztrátě senzorických neuronů (Ma, Anderson et al. 2000, Matei, Pauley et al. 2005). Jeho hlavní 
funkcí je regulace delaminace neuroblastů z otocysty a aktivace Neurogenního diferenciačního 
faktoru 1 (NEUROD1). Ztráta NEUROG1 má negativní vliv i na regulaci diferenciace 
vláskových buněk, kterých je méně u myší s mutací v genu Neurog1 ve srovnání s kontrolami. 
Otocysta obsahuje buňky, které proliferují a následně diferencují v senzorické neurony, 
vláskové a podpůrné buňky. Na základě expresních studií se předpokládá, že z buněk otocysty 
vznikají tři prekurzorové linie (Fritzsch, Beisel et al. 2006). Neurální prekurzory dávají 
vzniknout pouze neuronům sluchově rovnovážného ganglia, ze senzorických prekurzorů se 
vyvíjí vláskové a podpůrné buňky a z neurosenzorických prekurzorů se diferencují senzorické 
buňky i neurony (Obrázek 8). Společným rysem všech prekurzorových linií je exprese 
transkripčního faktoru „Insulin gene enhancer protein ISL-1“ (ISL1)(Radde-Gallwitz, Pan et al. 
2004). 
Neurální prekurzory jsou charakteristické zejména expresí výše zmíněných transkripčních 
faktorů NEUROG1 a NEUROD1 (Liu, Pereira et al. 2000, Ma, Anderson et al. 2000). U myší 
se nejprve začíná vyvíjet vestibulární ganglium, jehož neurony se stávají postmitotickými 
mezi E9,5 a E12,5 (Ruben 1967). Od E10,5 ukončují buněčný cyklus i senzorické neurony 
spirálního ganglia v bázi kochley a neurony v apexu přestávají proliferovat ve věku E15,5. 
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Vývoj ganglií je zpočátku nezávislý na senzorickém epitelu, který se začíná formovat o několik 
dní později. 
Na specifikaci senzorických prekurzorů se podílí především transkripční faktory ISL1 a 
„Transcription factor SOX-2“ (SOX2)(Radde-Gallwitz, Pan et al. 2004, Kiernan, Pelling et al. 
2005). Terminální mitóza senzorických prekurzorů tří krist a obou makul začíná přibližně 
dvanáctý den embryonálního vývoje (Ruben 1967). Většina epitelových buněk vestibulárního 
systému ukončuje buněčné dělení ve věku E16, nicméně některé buňky rovnovážného ústrojí 
proliferují až do P6. Protein zodpovědný za terminaci mitózy ve vestibulárním systému nebyl 
doposud identifikován na rozdíl od ústrojí sluchového. 
 
Obrázek 8: Zjednodušené schéma exprese transkripčních faktorů řídící specifikaci a diferenciaci 
buněk vnitřního ucha. Z otocysty vznikají tři prekurzorové linie, z nichž se vyvíjí senzorické neurony, 
podpůrné a vláskové buňky. Specifikace a diferenciace buněk je regulována rozmanitou sítí 
transkripčních faktorů. Převzato a upraveno z (Fritzsch, Beisel et al. 2006, Kelley 2006, Magarinos, 
Contreras et al. 2012). 
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Proliferace v kochlee je negativně regulována inhibitorem cyklin dependentní kinázy 1B 
(CDKN1B, dříve označovaný jako p27kip1)(Chen a Segil 1999). Buněčné dělení v senzorickém 
epitelu kochley končí v apexu v E12,5 a v bázi o dva dny později (Ruben 1967). Naopak 
diferenciace epitelových prekurzorů na vláskové buňky začíná nedaleko báze přibližně v E13,5 
a pokračuje směrem k apexu (Basch, Brown et al. 2016). Jinými slovy buňky v apexu, které 
jako první ukončily buněčný cyklus, se diferencují nejpozději, zatímco buňky v bázi diferencují 
krátce po ukončení proliferace. To znamená, že směr ukončení buněčného cyklu a diferenciace 
je ve sluchovém orgánu opačný. Existuje teorie, že pro aktivaci diferenciace vláskových a 
podpůrných buněk jsou nutné signální proteiny maturovaných sluchových neuronů (Ruben 
1967). 
Laterální inhibice iniciovaná signální dráhou Notch je zodpovědná za vysoce organizovanou 
strukturu senzorického epitelu, kde spolu vláskové buňky nesousedí, nýbrž každá vlásková 
buňka je obklopena buňkami podpůrnými. Po ukončení proliferace začínají prekurzory 
vláskových buněk exprimovat ligandy „Protein jagged-2“ (JAG2) a „Delta-like protein 1“ 
(DLL1), které se váží na receptor „Neurogenic locus notch homolog protein 1„ (NOTCH1) 
na membránách okolních buněk (Lanford, Lan et al. 1999). Tato vazba spouští v cílové buňce 
signalizační kaskádu, která zabraňuje diferenciaci na vláskovou buňku. Pokud signalizační 
proteiny JAG2 a DLL1 ve vnitřním uchu chybí, dochází k redukci podpůrných buněk a 
ke zmnožení buněk vláskových, které jsou organizovány neuspořádaně a jejichž stereocilie jsou 
orientované různými směry (Kiernan, Cordes et al. 2005). 
Z daného výčtu vyplývá, že se na regulaci proliferace, specifikace a diferenciace buněk 
vnitřního ucha podílí velké množství signalizačních proteinů a transkripčních faktorů. 
Následující kapitoly budou zaměřeny na několik vybraných transkripčních faktorů, které byly 
předmětem výzkumu tohoto projektu. 
2.4.1 PAX2 
Transkripční faktor PAX2 („Paired box protein 2“) patří do početné rodiny PAX proteinů 
(UniProt 2019). Tento transkripční faktor je důležitý pro vývoj centrální nervové soustavy, 
ledvin, oka i optického nervu a vnitřního ucha (Torres, Gomez-Pardo et al. 1996, Ohyama a 
Groves 2004). 
Exprese PAX2 ve vnitřním uchu je pravděpodobně aktivována morfogenem SHH (Liu, Li et 
al. 2002). PAX2 je považován za jeden z nejranějších faktorů důležitých pro indukci otické 
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plakody. Tento protein je detekovatelný ve ventrální části otocysty, ze které vzniká kochlea a 
sakulus (Torres, Gomez-Pardo et al. 1996). Důsledkem úplné delece genu Pax2 je nevyvinutá 
kochlea, jenž zůstává ve tvaru koule a neobsahuje Cortiho orgán, protože ztráta tohoto genu 
vede k masivní apoptóze prekurzorových epitelových buněk v kochlee (Burton, Cole et al. 
2004). U myší neexprimující PAX2 je sakulus často menší a deformovaný, ale utrikulus a 
polokruhovité kanálky s kristami se vyvíjí podobně jako u kontrolních jedinců. Spirální 
ganglium u mutantů také chybí, což je zapříčiněno nedostatkem neurotrofinů produkovaných 
vláskovými buňkami. Nicméně existují další studie, které ukazují expresi tohoto transkripčního 
faktoru ve všech senzorických oblastech vnitřního ucha a nejenom v kochlee a sakulu (Lawoko-
Kerali, Rivolta et al. 2002, Liu, Wang et al. 2018). Z jakého důvodu má delece Pax2 vliv pouze 
na vývoj kochley a sakulu, nebylo dokázáno, ale předpokládá se, že PAX2 je omezeně 
zastupitelný PAX8 ve vývoji vnitřního ucha (Bouchard, de Caprona et al. 2010). 
2.4.2 ISL1 
ISL1 („Insulin gene enhancer protein ISL-1“) je protein z rodiny LIM – homeodoménových 
transkripčních faktorů (UniProt 2019). Označení pro doménu LIM je zkratka utvořená z prvních 
písmen proteinů obsahující tuto sekvenci (LIN11 – ISL1 - MEC-3)(Hobert a Westphal 2000). 
Proteinová doména LIM je složená ze dvou motivů zinkových prstů a zodpovědná za protein – 
proteinové interakce. Homeodoména obsahující tři helixy zprostředkovává vazbu na regulační 
oblasti DNA. Expresní profil ISL1 ukazuje důležitost tohoto proteinu během vývoje srdce, 
slinivky, motorických neuronů centrální i periferní nervové soustavy, endodermu trávící 
soustavy a vnitřního ucha (Zhuang, Zhang et al. 2013). Delece obou alel genu Isl1 v myším 
modelu vede k abnormálnímu vývoji srdce a k letalitě v brzkém embryonálním věku (E10,5), 
protože nedochází k srdeční segmentaci (Cai, Liang et al. 2003). 
ISL1 je ve vnitřním uchu exprimován v otické plakodě v E8,5 (Huang, Sage et al. 2008). 
Exprese ISL1 byla detekována ve vznikajícím kochleovestibulárním gangliu a v otocystě, kde 
se jeho exprese částečně prolíná s PAX2 (Radde-Gallwitz, Pan et al. 2004). V senzorických 
neuronech můžeme ISL1 najít až do P6, avšak v epitelu po diferenciaci vláskových buněk ISL1 
zůstává exprimován pouze v podpůrných buňkách. ISL1 tedy specifikuje neurální i senzorické 
prekurzory vnitřního ucha. 
Jelikož úplná delece genu Isl1 je letální v brzkém embryonálním věku, kdy otický váček 
teprve vzniká, je nutné přistoupit k dalším metodám a myším modelům pro objasnění funkce 
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ISL1 během vývoje vnitřního ucha. Jednou z možností je tkáňově specifická delece genu Isl1 
nebo naopak jeho ektopická exprese. Zvýšená exprese ISL1 v diferencovaných vláskových 
buňkách kochley vede k ochraně vláskových buněk před hlukem (Huang, Kantardzhieva et al. 
2013). Tento protektivní efekt může být způsoben inhibicí nádor nekrotizujícího faktoru α 
(TNFα) a jím spouštěné zánětlivé dráhy. Vláskové buňky jsou také odolnější vůči stárnutí 
v důsledku nadprodukce ISL1. Toto je zatím jediný popsaný myší model pro studium funkce 
ISL1 ve vývoji vnitřního ucha a zaměřuje se pouze na vliv tohoto transkripčního faktoru na plně 
maturované vláskové buňky. Přesná role ISL1 na specifikaci a diferenciaci vláskových buněk 
nebyla zatím plně objasněna. 
2.4.3 SOX2 
SOX2 („Transcription factor SOX-2“) patří do proteinové rodiny vysoké mobility 
v elektroforetickém poli („High mobility group“, HMG), které jsou schopny se vázat na DNA 
(UniProt 2019). SOX2 je důležitý pro kmenové buňky a pluripotenci, ale jeho zvýšená aktivita 
vede k rakovinotvornému bujení (Liu, Lin et al. 2013). 
Prvotní experimenty zaměřené na objasnění funkce SOX2 ve vývoji vnitřního ucha byly 
provedeny na myších modelech, jejichž gen Sox2 byl pozměněn insercí vektoru (pAA2) či 
pomocí radioaktivního záření (Kiernan, Pelling et al. 2005). Tyto experimentální modely 
ukázaly, že transkripční faktor SOX2 je nezbytný pro vytvoření senzorické oblasti epitelu, neboť 
pokud není exprimován, nediferencují se vláskové ani podpůrné buňky. Dále je nepostradatelný 
pro tvorbu polokruhovitých kanálků a prodlužování kochley. Tyto závěry byly dále potvrzeny i 
v dalších studiích, kde byla prokázána exprese SOX2 v senzorických epitelových prekurzorech 
(Liu, Wang et al. 2018). Pro diferenciaci vláskových buněk je však důležitá následná inhibice 
exprese SOX2 a naopak pro podpůrné buňky je exprese SOX2 nezbytná (Dabdoub, Puligilla et 
al. 2008). SOX2 se přímo váže na zesilovač genu Atoh1 a tím spouští diferenciaci vláskových 
buněk. Zároveň SOX2 působí i jako inhibitor Atoh1 v podpůrných buňkách, kde reguluje 
expresi genu Prox1 („Prospero homeobox protein 1“). Přesná úloha SOX2 bude nejspíše záležet 
na míře jeho exprese v dané tkáni a také na vazebných partnerech (Kempfle, Turban et al. 2016, 
Puligilla a Kelley 2017). Exprese genu Sox2 v senzorických prekurzorech je spuštěna aktivací 




Transkripční faktor SOX2 je exprimován také během vývoje bipolárních neuronů 
statoakustického ganglia. Nejprve je exprimován během procesu delaminace neuroblastů (E9,5 
a 10,5), následně je jeho exprese utlumena v diferencujících se neuronech, což je 
charakterizováno expresí NEUROG1 a NEUROD1 (Nishimura, Noda et al. 2017). SOX2 je 
v senzorických neuronech vnitřního ucha opět detekovatelný krátce po narození, jeho exprese 
klesá v druhém postnatálním týdnu a v dospělosti jeho přítomnost ve vnitřním uchu nebyla 
prokázána. Na základě experimentů ukazující vznik neuronů z epitelových buněk 
po Sox2-transfekci bylo předpokládáno, že SOX2 je nezbytný pro formování neuronů vnitřního 
ucha (Puligilla, Dabdoub et al. 2010). Další experimenty ukázaly, že delece Sox2 pomocí 
inducibilní rekombinázy Sox2-CreRT2 vede ke snížení exprese NEUROG1 a NEUROD1, 
zastavení migrace neuroblastů z otického váčku a ke vzniku zmenšeného kochleovestibulárního 
ganglia, jehož prekurzory podléhají apoptóze (Steevens, Sookiasian et al. 2017). Poslední 
experimenty pomocí tkáňově specifické delece Sox2 (myší model Foxg1-Cre; Sox2f/f) nicméně 
ukázaly, že specifikace a diferenciace vestibulárních neuronů probíhá v nepřítomnosti SOX2, 
ale vývoj neuronů spirálního ganglia kriticky závisí na přítomnosti SOX2 (Dvorakova, Macova 
et al. 2019). 
2.4.4 NEUROD1 
NEUROD1 („Neurogenic differentiation factor 1“) je transkripční faktor obsahující motiv 
α-šroubovice-smyčka-α-šroubovice a patří do tzv. „basic helix-loop-helix“ (bHLH) skupiny 
proteinů (UniProt 2019). Jeho funkce je nezbytná pro vývoj Langerhansových ostrůvků 
pankreatu a mutantní myši postrádající NEUROD1 umírají do 5 dnů po narození v důsledku 
hyperglykémie a ketonurie, což jsou jedny z hlavních příznaků diabetes mellitus (Naya, Huang 
et al. 1997). Neméně důležitou úlohu hraje NEUROD1 během vývoje neuronů nervové 
soustavy. Jeho exprese byla ukázána v mozkové kůře, hipokampu, limbickém systému a 
v granulárních buňkách mozečku (Miyata, Maeda et al. 1999, Cho a Tsai 2004). 
Ve vnitřním uchu byl protein NEUROD1 detekován již ve věku E8,75 v proliferujících a 
migrujících neuroblastech (Liu, Pereira et al. 2000). V těchto neurálních prekurzorech je 
NEUROD1 exprimován dříve než ISL1, ale jeho exprese klesá s ukončením buněčného cyklu a 
v maturovaných neuronech již není detekovatelný (Deng, Yang et al. 2014). NEUROD1 je 
exprimován v senzorickém epitelu otocysty a poté ve věku, kdy se začínají diferencovat 
vláskové buňky (E13,5 v rovnovážném ústrojí a E15,5 v kochlee)(Kim, Fritzsch et al. 2001). 
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Výsledky fyziologických sluchových testů ukázaly, že mutanti s delecí Neurod1 trpí 
nedoslýchavostí v důsledku ztráty 95 % neuronů spirálního ganglia (Liu, Pereira et al. 2000, 
Kim, Fritzsch et al. 2001). Tyto myši jsou také hyperaktivní a běhají v kruzích. NEUROD1 je 
totiž důležitý i pro vývoj vestibulárního ganglia a po jeho deleci byl počet rovnovážných 
neuronů redukován na 15 % oproti kontrolám. Ztráta sluchu a rovnovážných funkcí je nejen 
důsledkem ztráty neuronů ve spirálním a vestibulárním gangliu, ale je to také výsledek delece 
Neurod1 v mozku (kochleární jádro a mozeček)(Miyata, Maeda et al. 1999, Pan, Jahan et al. 
2009). Vzhledem ke sníženému množství sluchově rovnovážných neuronů byla redukována i 
nervová vlákna inervující senzorický epitel. U myší s delecí genu Neurod1 byla prokázána 
výrazně nižší exprese neurotrofinových tyrosinkinázových receptorů v neurálních 
prekurzorech, zatímco hladina neurotrofinů produkovaných epitelem byla srovnatelná u kontrol 
a mutantů. To naznačuje, že NEUROD1 se přímo či nepřímo podílí na regulaci exprese 
neurotrofinových receptorů. Nedostatečná aktivace neurotrofinové signalizační kaskády má 
za následek buněčnou smrt neuronů. 
Úplná delece Neurod1 způsobuje také změny v morfologii vnitřního ucha (Liu, Pereira et al. 
2000, Kim, Fritzsch et al. 2001). Kochlea je kratší a širší, zatímco vestibulární systém zůstává 
zachován. Zkrácení kochley má za následek zmnožení řad vnějších vláskových buněk a narušení 
orientace stereocilií v apexu. 
Další experimenty byly provedeny na myších modelech s tkáňově specifickou delecí 
Neurod1 pouze v buňkách exprimujících PAX2 (Pax2-Cre; Neurod1f/f)(Jahan, Kersigo et al. 
2010). Tito jedinci mají ve vnitřním uchu defekty popsané výše – redukovaná inervace a snížený 
počet neuronů v gangliích vnitřního ucha, které umírají apoptózou. Vestibulární i spirální 
ganglium je u mutanttů umístěno odlišně než u kontrol a obě ganglia inervují všechny orgány 
vnitřního ucha. NEUROD1 se totiž nejspíše podílí na segregaci sluchových a rovnovážných 
neuronů. NEUROD1 zůstává exprimován pouze ve vestibulárních nervových buňkách, zatímco 
jeho exprese mizí v neuronech spirálního ganglia, kde je exprimován GATA3 (Lawoko-Kerali, 
Rivolta et al. 2004). Navíc u mutantů Pax2-Cre; Neurod1f/f vedou vlákna spirálních neuronů I. 
typu k více než jedné vnitřní vláskové buňce, což ukazuje na porušení tonotopie. Expresní profil 
neuronů ganglií ukázal, že delece Neurod1 negativně ovlivňuje Nhlh1 a Nhlh2 („Helix-loop-
helix protein“), zatímco exprese genu Neurog1 je zvýšená (Seo, Lim et al. 2007). To potvrzuje 
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negativní zpětnou vazbu transkripčního faktoru NEUROD1 na expresi NEUROG1 (Jahan, 
Kersigo et al. 2010). 
U myšího modelu Pax2-Cre; Neurod1f/f byl také zkoumán vliv NEUROD1 na vývoj 
vláskových buněk (Jahan, Pan et al. 2010). Výsledky ukázaly, že NEUROD1 působí inhibičně 
na expresi genů důležitých pro diferenciaci vláskových buněk Atoh1, Fgf8 a Pou4f3 („POU 
domain, class 4, transcription factor 3“) a že v důsledku absence této inhibice chybí v kochlee 
diferenciační gradient vláskových buněk od báze k apexu. V nepřítomnosti NEUROD1 dochází 
také k diferenciaci ektopických vláskových a podpůrných buněk ve spirálním i vestibulárním 
gangliu. 
Pozdější experimenty však ukázaly, že delece pomocí Pax2-Cre je ve vnitřním uchu neúplná 
a k deleci nedochází ve všech neurosenzorických buňkách vnitřního ucha (Pan, Jahan et al. 
2011). Navíc PAX2 je aktivní i v mozku (Torres, Gomez-Pardo et al. 1996, Cai, Kardon et al. 
2016), tudíž některé vlivy delece Neurod1 na vývoj vnitřního ucha mohou být také ovlivněny 
delecí Neurod1 v mozku. Pro úplné odhalení funkce transkripčního faktoru NEUROD1 během 
vývoje vnitřního ucha je tedy nutné získat nový model s delecí Neurod1 pouze ve vnitřním uchu 
bez delece tohoto genu v centrálních částech sluchové a rovnovážné dráhy. Takový model by 
také pomohl odhalit sekundární vliv delece Neurod1 ve vnitřním uchu na vývoj a funkci 
centrální sluchově rovnovážné dráhy. 
2.4.5 ATOH1 
ATOH1 („Protein atonal homolog 1“) dříve označovaný jako MATH1 patří stejně jako 
NEUROD1 do proteinové rodiny bHLH (UniProt 2019). Tento transkripční faktor je důležitý 
během vývoje centrální nervové soustavy (Ben-Arie, Bellen et al. 1997, Huang, Tupal et al. 
2012), některých druhů kožních buněk (Van Keymeulen, Mascre et al. 2009) a exokrinních 
buněk tenkého střeva (Yang, Bermingham et al. 2001). Myši s úplnou delecí Atoh1 umírají 
krátce po narození kvůli dýchacím problémům, které souvisí s nedokonalou formací 
respiračního komplexu v zadním mozku (Rose, Ren et al. 2009). 
Protein ATOH1 je přítomný ve vestibulární ústrojí od E12,5 a v kochlee od E13,5 nedaleko 
báze v senzorických prekurzorech, které ukončily buněčné dělení (Chen, Johnson et al. 2002). 
Nejprve je exprese detekovatelná v celém senzorickém primordiu, ale následně (E15,5) je 
specifická pouze pro vláskové buňky. Na začátku vývoje je však přechodně přítomný i 
v prekurzorech podpůrných buněk (Woods, Montcouquiol et al. 2004, Driver, Sillers et al. 
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2013). Krátce po narození (P2) je ATOH1 exprimován ve vláskových buňkách rovnovážného 
ústrojí a ve vnitřních i vnějších vláskových buňkách kochley. Poté jeho exprese klesá a 
v dospělosti exprimován není (Hume, Bratt et al. 2007, Yang, Xie et al. 2010). Matei et al. 
odhalil jeho expresi také v obou gangliích vnitřního ucha (Matei, Pauley et al. 2005), kde jeho 
funkce ovšem zůstává neobjasněná. 
Transkripční faktor ATOH1 je klíčový pro zahájení diferenciace vláskových buněk, zatímco 
podpůrné buňky se vyvíjí i bez jeho účasti (Bermingham, Hassan et al. 1999). Nedostatek 
ATOH1 vede k apoptóze prekurzorů vláskových buněk v rovnovážném i sluchovém ústrojí. 
V kochlee průběh buněčné smrti kopíruje časovou expresi ATOH1, tedy od báze k apexu (Chen, 
Johnson et al. 2002). Bez přítomnosti vláskových buněk dochází k následné ztrátě podpůrných 
buněk (Woods, Montcouquiol et al. 2004). Dalším důsledkem úplné delece Atoh1 je 
transdiferenciace původně epitelových buněk sakulu a utrikulu na buňky nervové (Raft, 
Koundakjian et al. 2007). 
Kompletní delece Atoh1 má negativní vliv i na neurony vnitřního ucha (Fritzsch, Matei et al. 
2005). Ačkoli se raně formující kochleovestibulární ganglium u myší postrádající Atoh1 vyvíjí 
zprvu stejně jako u kontrol, v pozdějším embryonálním stádiu dochází k úbytku inervace všech 
orgánů vnitřního ucha. Ztráta inervace je pravděpodobně zapříčiněna nedostatkem neurotrofinů, 
zejména mozkového neurotrofního faktoru (BDNF), který je produkován vláskovými buňkami. 
Jeho hladina je u mutantů snížena, což vede k nedostatečné neurotrofinové podpoře neuronů a 
jejich následné buněčné smrti. 
Protože úplná delece Atoh1 je pro myši letální v P0, byly pro zkoumání vlivu ATOH1 
v postnatálních stádiích připraveny myší modely s podmíněnou či zpožděnou delecí tohoto genu 
a s bodovou mutací v Atoh1. Myši s podmíněnou delecí Atoh1 řízenou expresí Pax2-Cre (Pax2-
Cre; Atoh1f/f) přežívají tři týdny po narození (Pan, Jahan et al. 2011). Kochlea u tohoto mutanta 
dosahuje podobné délky jako u kontroly, avšak neobsahuje žádné vláskové buňky a podpůrné 
buňky tvoří nepravidelné „ostrůvky“. V důsledku nedostatečného zásobení neurotrofiny (BDNF 
a NTF-3; neurotrofin-3) ze senzorického epitelu podléhají neurony spirálního ganglia apoptóze. 
Superiorní vestibulární ganglium je redukované, zatímco inferiorní rovnovážné ganglium je 
u tohoto myšího modelu zvětšené. Tento nárůst je pravděpodobně zapříčiněn chybějící 
negativní zpětnou vazbou ATOH1 na expresi NEUROG1 a NEUROD1. Ztráta Cortiho orgánu 
má také nepříznivý vliv na formování basilární a tektoriální membrány, které jsou o polovinu 
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menší u mutantů Pax2-Cre; Atoh1f/f. Zpožděná delece Atoh1 (Atoh1-Cre; Atoh1f/f) ukázala, že 
je tento transkripční faktor důležitý i pro správné formování stereocilií a pro polaritu vláskových 
buněk (Pan, Jahan et al. 2012). Na myším modelu s inducibilní delecí Atoh1 bylo ukázáno, že 
v pozdějším embryonálním věku (E16,5) je ATOH1 důležitý pro přežití vláskových buněk 
pouze v apexu, ale polaritu stereocilí ovlivňuje v tomto věku ve všech orgánech vnitřního ucha 
(Chonko, Jahan et al. 2013). ATOH1 je nutný pro přežití vláskových buněk po dobu 72 hodin 
od počátku své exprese (Cai, Seymour et al. 2013). Bodová mutace způsobující záměnu 
metioninu za izoleucin na 200. aminokyselině snižuje aktivitu ATOH1. Hypomorfismus 
ATOH1 má za následek snížení počtu vláskových buněk a deformaci stereocilií vedoucích 
ke zhoršení sluchových funkcí (Sheykholeslami, Thimmappa et al. 2013). Funkce ATOH1 
může být částečně nahrazena jiným bHLH proteinem - NEUROG1, který dokáže aktivovat 
expresi POU4F3 ale nikoli BARHL1 („BarH-like 1 homeobox protein), což jsou transkripční 
faktory nezbytné pro vláskové buňky. Tyto mutanti mají vláskové buňky, avšak trpí ztrátou 
sluchu, protože vláskové buňky mají nefunkční a neuspořádané stereocilie (Jahan, Pan et al. 
2015). 
Transfekce buněk vnitřního ucha expresním vektorem obsahující Atoh1 vede k produkci 
ektopických vláskových buněk v blízkosti senzorického epitelu (Zheng a Gao 2000, Kawamoto, 
Ishimoto et al. 2003, Shou, Zheng et al. 2003, Yang, Cong et al. 2013) či aktivaci regenerace 
vláskových buněk, jenž nemají endogenní ATOH1 (Izumikawa, Minoda et al. 2005). Vnitřní 
hraniční a vnitřní falangeální buňky se po ektopické expresi ATOH1 dokáží transdiferencovat 
na vnitřní vláskové buňky a jeví se jako ideální cíl pro biologickou léčbu (Yang, Cong et al. 
2013). Experimenty ex vivo a in vivo ukázaly, že při současné nadměrné expresi ATOH1 a ISL1 
dochází k transdiferenciaci podpůrných buněk na buňky vláskové, což poukazuje na možnou 
spolupráci těchto dvou transkripčních faktorů při diferenciaci vláskových buněk (Yamashita, 
Zheng et al. 2018). Při těchto pokusech o regeneraci či diferenciaci však nejsou nově vzniklé 
vláskové buňky zcela vyvinuté a postrádají některé důležité funkční znaky a netvoří přesnou 
strukturu Cortiho orgánu. Často jsou také tyto experimenty prováděné na myší neonatální tkáni, 
která má ještě omezenou schopnost regenerace. 
Na indukci exprese Atoh1 se podílejí transkripční faktory SOX2, SIX1 a EYA1 (Ahmed, 
Wong et al. 2012). ATOH1 také reguluje svoji vlastní expresi positivní autoregulací (Raft, 
Koundakjian et al. 2007). Při překročení kritické hladiny se ATOH1 váže na vlastní promotor a 
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podporuje svou expresi. Exprese ATOH1 je ovlivňována také epigeneticky (Stojanova, Kwan 
et al. 2015). Metylace histonů v regulační sekvenci Atoh1 vede k umlčování genu ve vláskových 
buňkách, zatímco acetylace způsobuje zvýšenou expresi tohoto genu (Stojanova, Kwan et al. 
2015). 
Exprese ATOH1 koreluje s expresí některých dalších proteinů důležitých pro vývoj vnitřního 
ucha – proteiny stereocilií myosin VI a VIIa, složky tektoriální membrány tektiny a transkripční 
regulátory JAG2, POU4F3, FGF8 (Yoon, Lee et al. 2011, Cai, Jen et al. 2015). ATOH1 přímo 
indukuje tvorbu dvou transkripčních faktorů nezbytných pro přežívání vláskových buněk - 
POU4F3 (Masuda, Pak et al. 2012) a BARHL1 (Chellappa, Li et al. 2008). Bez produkce 
POU4F3 dochází ke ztrátě vláskových buněk ve všech orgánech vnitřního ucha (Xiang, Gan et 
al. 1997) a BARHL1 je důležitý pro přežití sluchových vláskových buněk v postnatálních 
stádiích (Li, Price et al. 2002). ATOH1 se též podílí na zahájení exprese myosinu VIIa, což je 
jeden z prvotních znaků maturovaných vláskových buněk (Masuda, Pak et al. 2012). 
Mezi ATOH1 a NEUROG1/NEUROD1 funguje negativní zpětná vazba (Jahan, Pan et al. 
2010, Mulvaney a Dabdoub 2012, Galvez, Tena et al. 2017), ale proteiny bHLH spolu dokaží 
také tvořit heterodimery a ovlivňovat společně transkripci dalších genů či jsou vzájemně 
částečně zastupitelné (Jahan, Pan et al. 2015). Přesné vztahy mezi transkripčními proteiny 
bHLH ve vývoji vnitřího ucha však stále nejsou plně objasněné.  
2.5 Sluchová dráha 
Sluchová dráha je čtyřneuronová dráha přenášející informace z Cortiho orgánu vnitřního 
ucha do primární sluchové kůry (Obrázek 9)(Králíček 2004). Dendrity aferentních bipolárních 
neuronů spirálního ganglia tvoří „ribbon“ synapse s vláskovými buňkami Cortiho orgánu, kde 
je mediátorem přenosu glutamát (Nordang, Cestreicher et al. 2000). Sluchový nerv vede 
z vnitřního ucha do stejnostranného kochleárního jádra (nucleus cochlearis) nacházející se 
v mozkovém kmeni (Králíček 2004). Axony obou kochleárních jader se setkávají 
v interneuronovém svazku lemniscus lateralis a odtud dále pokračují do colliculus inferior. 
Z ventrálního kochleárního jádra mohou jít axony přímo do colliculus inferior či 
přes interneurony komplexu olivy superior. Colliculus inferior je část středního mozku, ze které 
sluchová dráha pokračuje do corpus geniculatum mediale v hrbolu mezimozkovém (thalamus). 




Obrázek 9: Vzestupná sluchová dráha. Aferentní sluchová dráha je čtyřneuronová – spirální 
ganglium, kochleární jádro, colliculus inferior a corpus geniculatum mediale. Součástí dráhy jsou i dvě 
interneuronová jádra – komplex olivy superior a lemniscus lateralis. Převzato a upraveno z (Javitt a 
Sweet 2015). 
2.5.1 Kochleární jádro (Nucleus cochlearis) 
Kochleární jádra obsahují druhé neurony sluchové dráhy a přijímají informace od axonů 
neuronů spirálního ganglia (první neurony sluchové dráhy)(Králíček 2004). Synapse mezi 
sluchovým nervem a kochleárním jádrem jsou glutamátové. Rozeznáváme dorsální (DCN) a 
ventrální kochleární jádro (VCN). Obě jádra zachovávají tonotopické uspořádání (Obrázek 
10)(Muniak, Rivas et al. 2013). Vlákna přicházející z kochleární báze směřují do dorsálních 
části kochleárních jader (vysoké frekvence), zatímco apikální vlákna končí ve ventrálních 
oddílech DCN a VCN (nízké frekvence). 
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Obrázek 10: Tonotopické uspořádání 
myšího ventrálního a dorsálního 
kochleárního jádra. Barevná škála 
odpovídá jednotlivým frekvencím, které 
byly zpracovány v určité části kochley. 
(A – anteriorně; D – dorsálně; DCN – 
Dorsální kochleární jádro; VCN – 
Ventrální kochleární jádro) Převzato a 






DCN je uspořádáno do čtyř vrstev (Webster a Trune 1982, Mao, Montgomery et al. 2015). 
Vnější vrstva gliových ependymálních buněk odděluje DCN a VCN. Pod ní se nachází 
molekulární vrstva, kde je nízká hustota neuronů, mezi nimž převažují malé hvězdicové 
(„stellate“) a granulární nervové buňky. Dále v DCN můžeme nalézt vrstvu pyramidových 
neuronů, která dále zahrnuje i Golgiho interneurony, unipolární kartáčové buňky („unipolar 
brush cells”) a granulární buňky. Poslední částí je středová vrstva, kudy vstupuje sluchový nerv. 
Centrální vrstva obsahuje zejména obrovské („giant“) buňky. Jednou z hlavních funkcí DCN je 
odstínění zvuků produkovaných vlastním tělem (dýchání, žvýkání atd.) a naopak zaostření 
na neočekávané zvuky, které přichází z okolí (Shore a Zhou 2006). 
VCN je heterogenní nevrstevnatý orgán složený z několika druhů neuronů. Nejpočetnější 
zastoupení mají chobotnicové („octopus”), chundelaté („bushy”) a hvězdicové multipolární 
buňky (Webster a Trune 1982). Jedna vnitřní vlásková buňka je inervovaná jedním myelinovým 
dendritem neuronu spirálního ganglia, jehož axon tvoří jednu velkou synapsi na chundelaté 
buňce („endbulb of Held“). Toto uspořádání umožňuje akustické zaostření v prostoru a přesné 
lokalizování zdroje zvuku (Sento a Ryugo 1989). 
Většina neuronů kochleárních jader se diferencuje a migruje z rhombomer 2-5 ve věku 
E10,5-13,5 (Ivanova a Yuasa 1998, Wang, Rose et al. 2005), ale některé nervové buňky DCN 
proliferují až do E18,5 (Shepard, Scheffel et al. 2018). Ve VCN se nejprve diferencují neurony 
v dorsální části (vysoké frekvence) a poté diferenciace pokračuje směrem k ventrální oblasti 
(nízké frekvence), což koresponduje s vývojem spirálního ganglia vnitřního ucha, kde 
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diferenciace směřuje od báze (vysoké frekvence) k apexu (nízké frekvence). Oproti tomu vývoj 
neuronů v DCN nevykazuje žádný gradient (Shepard, Scheffel et al. 2018). 
Z kochleárních jader odchází tři hlavní svazky neuronů (Králíček 2004). Z DCN vede stria 
acustica dorsalis do kontralaterálního lemniscus lateralis a colliculus inferior, z VCN směřuje 
část svazku stria acustica intermedia do komplexu olivy superior a další oddíl do lemniscus 
lateralis, poslední svazek kochleárního jádra corpus trapezoideum vede z VCN do komplexu 
olivy superior. 
Na experimentálních modelech myši a pískomila bylo ukázáno, že po chirurgickém 
odstranění vnitřního ucha či ztrátě vláskových buněk dochází k negativním změnám i 
v kochleárních jádrech (Tierney, Russell et al. 1997, Tong, Strong et al. 2015). Při poškození 
vnitřního ucha se zmenšuje celkový objem kochleárních jader, snížuje se počet neuronů a také 
se zmenšují těla neuronů v této části mozku. Důležitá je však doba, během níž dochází 
k degeneraci vnitřního ucha. Negativní změny na kochleárních jádrech se projeví pouze 
při poškození vnitřního ucha během brzkého neonatálního vývoje, kdy ještě není sluch 
u hlodavců plně vyvinut. Při ztrátě plně maturovaných vláskových buněk po P14 mají 
kochleární jádra srovnatelné vlastnosti jako kontroly. 
2.5.2 Komplex olivy superior (Nucleus olivaris superior) 
Komplex olivy superior tvoří tři oblasti interneuronů v prodloužené míše (medulla 
oblongata) – mediální jádro trapézového tělesa (nucleus medialis corporis trapezoidei), laterální 
(nucleus olivaris inferior lateralis) a mediální oliva superior (nucleus olivaris inferior medialis). 
Tento komplex je první část sluchové dráhy, kde se setkávají aferentní vlákna z obou uší, což je 
nezbytné pro binaurální přenos informací. 
2.5.3 Spodní párový hrbolek (Colliculus inferior) 
Třetí neurony sluchové dráhy sídlí v colliculus inferior, kde se zpracovávají informace 
o frekvenci a intensitě zvuku z obou uší a kde se integrují senzorické signály sluchové dráhy a 
dalších smyslů, což je základem některých sluchových reflexů (např. lekavá/stresová reakce 
na neznámé či hlasité zvuky)(Henry, Wallick et al. 1972). 
Na základě histochemických barvení byl tento oddíl středního mozku rozdělen na tři části: 
centrální jádro, dorsální kůra a (laterální) externí kůra (Faye-Lund a Osen 1985). Centrální jádro 
je vrstevnaté a má tonotopické uspořádání, jelikož zde končí většina vláken vedoucích z nižších 
oddílů sluchové dráhy (Stiebler a Ehret 1985, Ress a Chandrasekaran 2013). Externí kůra 
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přijímá vstupy z mimosluchových zdrojů (např. somatosenzorická dráha)(Aitkin, Dickhaus et 
al. 1978), zatímco dorsální kůra obsahuje zejména neurony sestupné sluchové dráhy (Winer, 
Larue et al. 1998). 
2.6 Vestibulární dráha 
 
Obrázek 11: Vzestupná vestibulární dráha. Aferentní vestibulární dráha je tříneuronová – vestibulární 
ganglium, vestibulární jádra a thalamus. Vestibulární jádra jsou dále spojena s mozečkem, jádry 
hlavových nervů (okohybný, kladkový a odtahovací nerv) a s míchou. Převzato a upraveno z (Champney 
2015). 
Vestibulární dráha je tří neuronová (Obrázek 11)(Králíček 2004). První neurony se nachází 
ve vestibulárním neboli Scarpově gangliu vnitřního ucha. Následují nervové buňky 
vestibulárních jader a dráha končí ve vestibulární mozkové kůře.  
Některé axony vestibulárního ganglia vedou přímo do mozečku (cerebellum), avšak většina 
vláken nejprve ústí do čtyř vestibulárních jader v mozkovém kmeni (Tascioglu 2005, Khan a 
28 
 
Chang 2013). Mediální neboli Schwalbeovo jádro je největší z vestibulárních jader a končí zde 
aferentní vlákna kristy laterálního polokruhovitého kanálku. Axony vedoucí od superiorního a 
posteriorního kanálku končí v superiorním neboli Bechtěrevově jádře. Největší nervové buňky 
jsou obsaženy v laterálním neboli Deitersově jádru, kde najdeme zakončení neuronů všech 
vestibulárních orgánů. Čtvrtým jádrem je jádro laterální neboli sestupné s nervovými 
zakončeními obou makul. Z těchto jader vedou také eferentní dráhy inervující oční svalstvo a 
míchu. 
Z vestibulárních jader odchází nervová vlákna dále do mozečku nebo přes thalamus do 
vestibulární kůry. Vestibulární dráha je také spojena s páteřní míchou a s třemi jádry nervů 
inervující okohybné svaly (okohybný, kladkový a odtahovací hlavový nerv) a společně tak tvoří 
dráhy důležité pro vestibulospinální a vestibulookulární reflexy. 
2.6.1 Mozeček (Cerebellum) 
Mozeček je velmi členitý a rozložitý orgán skládající se ze dvou hemisfér a středové 
červovité části zvané vermis (Riley 1930). Na povrchu se nacházejí tři korové vrstvy šedé hmoty 
– molekulární vrstva, vrstva Purkyňových buněk a granulární vrstva. Ve středu mozečku se 
nacházejí čtyři jádra bílé hmoty. Z hlediska morfologie se mozeček rozděluje na tři laloky (lobi) 
– anteriorní, posteriorní a flokulonodulární (Obrázek 12). Tyto laloky se dají dále rozdělit na 
deset menší laloků označovaných římskými číslicemi (lobuli I-X) oddělených rýhami (fissury). 
Podle fyziologie a fylogenetiky se mozeček rozděluje na tři odlišné oblasti – cerebrální, 
spinální a vestibulární mozeček (Obrázek 12)(Králíček 2004). Cerebrální oblast je fylogeneticky 
nejmladší (neocerebellum) a zahrnuje laterální části obou hemisfér. Předpokládá se, že 
neocerebellum je důležité pro plánování a úpravu volních pohybů těla. Spinální část je o něco 
starší (paleocerebellum) a skládá se z vermis a mediálních částí hemisfér. Spinální mozeček 
spolupracuje s mozkovou kůrou a kontroluje propriorecepci, postoj a chůzi. Fylogeneticky 
nejstarší oblastí je vestibulární mozeček (archicerebellum), který se skládá pouze 
z flokulonodulární laloku neboli laloku X. Podílí se na udržení vzpřímené polohy a řízení 




Obrázek 12: Anatomie mozečku. Převzato a upraveno z (D'Mello a Stoodley 2015). 
Do mozečku vedou primární vlákna přímo z rovnovážných orgánů a sekudární vlákna 
vedoucí navíc přes vestibulární jádra. Oba tyto typy aferentních vláken se nazývají mechová 
vlákna („mossy fibers“) a tvoří aktivační glutamátové synapse s unipolárními kartáčovými 
buňkami. Dále je signál přenášen přes granulární buňky paralelními vlákny na Purkyňovy 
buňky, které zprostředkovávají motorickou odpověď. Tato odpověď je modulována inhibičními 
interneurony, které využívají kyselinu γ-aminomáselnou (GABA) jako neurotransmiter. Mezi 
tyto interneurony patří hvězdicové, košíčkové („basket“) a Golgiho buňky. (Ito 2006, Ango a 
Dos Reis 2019, Balmer a Trussell 2019). 
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3 Cíle práce 
Náplní této práce bylo pomocí tří unikátních transgenních myších modelů odhalit dosud 
nepopsané funkce transkripčních faktorů ISL1, NEUROD1 a SOX2 a specifikovat jejich roli 
během vývoje vnitřního ucha. Cílem práce konkrétně bylo: 
 Stanovit míru ektopické exprese transgenu pro transkripční faktor ISL1 s regulační 
sekvencí Pax2 v nově vytvořeném myším modelu [Tg(Pax2-Isl1)] 
 Určit vliv nadměrné exprese ISL1 na embryonální a postnatální vývoj sluchové dráhy 
a na sluchové funkce v [Tg(Pax2-Isl1)] 
 Analyzovat změny v rovnovážném ústrojí a vestibulární centrální dráze u myší 
[Tg(Pax2-Isl1)] 
 Zmapovat endogenní expresi ISL1 během vývoje vnitřního ucha pomocí myšího 
modelu Isl1-Cre 
 Specifikovat roli SOX2 v neurosenzorickém vývoji pomocí experimentálního 
modelu s podmíněnou delecí Sox2 (Isl1-Cre; Sox2f/f)  
 Definovat vliv tkáňově specifické delece Neurod1 ve vnitřním uchu na vývoj a funkci 




4 Materiál a metody 
Během experimentální části jsem využívala zejména tyto metody: 
 Práce s myším modelem (perfúze, odběr orgánů a embryí, měření hladiny glukosy 
v krvi apod.) 
 Genotypizace - izolace DNA a polymerázová řetězová reakce (PCR) 
 Preparace embryí a mikrodisekce vnitřního ucha a jeho orgánů 
 Příprava tkáňových řezů pomocí vibratomu 
 Imunohistochemické barvení (řezů či celé tkáně) 
 Histochemické barvení (detekce genu lacZ a tedy enzymu β-galaktosidázy pomocí 
chromogenního substrátu X-galaktózy) 
 In situ hybridizace 
 Mikroskopie (stereoskopický, fluorescenční, konfokální a elektronový mikroskop) 
 Izolace RNA, příprava cDNA pomocí reverzní transkripce a kvantitativní PCR 
 Analýza dat za využití programů ImageJ a GraphPad Prism 
 
Ve spolupráci s dalšími laboratořemi bylo využito metod: 
 Trasování nervových vláken pomocí značených lipofilních prób 
 Měření otoakustických emisí (DPOAE) 
 Vyšetření sluchových kmenových potenciálů (ABR) 
 Behaviorální testy (měření reflexní úlekové reakce a prepulzní inhibice úlekové 
reakce) 
 Testy rovnováhy (běh na rotarodu apod.) 





Výsledky získané během doktorského studia byly publikovány v těchto vědeckých článcích: 
 Chumak T., Bohuslavova R., Macova I., Dodd N., Buckiova D., Fritzsch B., Syka J., 
Pavlinkova G. (2016). "Deterioration of the Medial Olivocochlear Efferent System 
Accelerates Age-Related Hearing Loss in Pax2-Isl1 Transgenic Mice." Molecular 
Neurobioly 53(4):2368-83. 
 Bohuslavova R., Dodd N., Macova I., Chumak T2., Horak M., Syka J., Fritzsch B., 
Pavlinkova G. (2017). "Pax2-Islet1 Transgenic Mice Are Hyperactive and Have 
Altered Cerebellar Foliation." Molecular Neurobiology 54(2):1352-1368. 
 Dvorakova M., Jahan I., Macova I., Chumak T., Bohuslavova R., Syka J., Fritzsch 
B., Pavlinkova G. (2016). "Incomplete and delayed Sox2 deletion defines residual ear 
neurosensory development and maintenance. " Scientific Reports 6:38253. 
 Macova I., Pysanenko K., Chumak T., Dvorakova M., Bohuslavova R., Syka J., 
Fritzsch B., Pavlinkova G. (2019) "Neurod1 Is Essential for the Primary Tonotopic 
Organization and Related Auditory Information Processing in the Midbrain." Journal 
of Neuroscience 39(6):984-1004. 
Pro studium transkripční regulace vývoje vnitřního ucha byly využity tři různé myší modely: 
1) transgenní model [Tg(Pax2-Isl1)] s ektopickou expresí ISL1 řízenou regulační sekvencí pro 
gen Pax2 
2) mutant Sox2CKO s podmíněnou delecí genu Sox2 za využití Isl1-Cre nesoucí gen Cre 
vložený do endogenního lokusu Isl1 
3) mutant Neurod1CKO s podmíněnou delecí genu Neurod1 opět pomocí Isl1-Cre. 
5.1 Negativní vliv transgenní exprese ISL1 na vývoj a funkci sluchově rovnovážného 
systému 
Nový myší transgenní model [Tg(Pax2-Isl1)] byl připraven injekcí vektoru obsahující 
regulační oblast a promotor Pax2, kódující sekvenci genu Isl1, intron Wnt1 a poly(A) konec 
do oplodněného myšího vajíčka. Homozygotní mutace Pax2-Isl1 je letální v E10,5 vzhledem 
k abnormálnímu vývoji mozku. Z tohoto důvodu byly experimenty prováděny pouze 
na jedincích s heterozygotní mutací Pax2-Isl1, u nichž byl pomocí kvantitativní PCR stanoven 
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počet kopií daného vektoru v myším transgenním genomu na dvě. Dospělosti se dožívalo pouze 
60 % transgenních heterozygotů, zbývající mutanti umírali během dvou dnů po narození. 
V porovnání s kontrolními sourozenci byly myši [Tg(Pax2-Isl1)] hyperaktivní a pohybovaly se 
v kruzích. 
Vliv ektopické exprese ISL1 na vývoj vnitřního ucha byl zkoumán metodami 
imunohistologického barvení, kvantitativního PCR, trasování neuronových vláken a 
fyziologickými testy. Ve věku E10,5 bylo v kochleovestibulárním gangliu detekováno více 
ISL1 pozitivních neuronů u [Tg(Pax2-Isl1)] než u kontrolních jedinců korespondující 
se zvýšenou produkcí ISL1 v našem novém myším modelu. U mutanta byla pozorována 
urychlená diferenciace aferentních nervových vláken v periferní i centrální části sluchově 
rovnovážné soustavy v E12,5. Ačkoli několik dní po narození (P3) nebyla nervová vlákna 
v kochlee transgenních myší organizována do svazků jako u kontrol, v dospělosti nebyly 
zaznamenány žádné změny v inervaci Cortiho orgánu. Měření otoakustických emisí (DPOAE) 
odhalilo, že s věkem se předčasně zhoršovala funkce vnějších vláskových buněk u mutantů 
[Tg(Pax2-Isl1)]. Podobný efekt byl zaznamenán také při vyšetření sluchových kmenových 
potenciálů (ABR), kdy se prahy ABR u mutanta zvyšovaly opět s věkem. Tyto výsledky 
naznačují urychlenou ztrátu sluchu při ektopické expresi ISL1. Navíc během stárnutí docházelo 
k předčasné ztrátě neuronů spirálního ganglia u myší [Tg(Pax2-Isl1)] v porovnání se stejně 
starými kontrolními jedinci. K výraznému zhoršení funkce vnějších vláskových buněk 
u mutanta [Tg(Pax2-Isl1)] nedocházelo v důsledku ztráty vnějších vláskových buněk, jak bylo 
ukázáno imunohistologicky i pomocí kvantitativní PCR. Naopak významná změna byla 
detekována v eferentní inervaci senzorického epitelu kochley myší [Tg(Pax2-Isl1)]. 
U dospělých mutantních myší byl počet eferentních zakončení na vnějších vláskových buňkách 
a podpůrných buňkách signifikantně snížen. Tato eferentní vlákna vycházejí z mediální olivy 
superior, kde byla u [Tg(Pax2-Isl1)] postnatálně detekována transgenní exprese ISL1, zatímco 
u kontrol ve stejném věku není tento transkripční faktor v mozkovém kmeni exprimován. 
Kromě sluchové dráhy byl u myší [Tg(Pax2-Isl1)] také analyzován vestibulární systém kvůli 
jejich hyperaktivitě a pohybu v kruzích. Po podání pikrotoxinu, blokátoru chloridových kanálů 
spjatých s GABA receptory, se hyperaktivita u transgenních mutantů snížila. Na rotarodu však 
dosahovali lepších výsledků mutanti, což ukazuje spíše na defekt v centrální vestibulární dráze 
než ve vestibulárních orgánech vnitřního ucha. Tento závěr byl potvrzen imunohistologickými 
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analýzami, které neukázaly žádné rozdíly v rovnovážných orgánech vnitřního ucha u 
kontrolních myší a [Tg(Pax2-Isl1)]. Jediná změna v rovnovážném ústrojí byla zaznamenána 
v sakulu, který byl u transgenních myší menší s nižším počtem vláskových buněk a méně 
inervovaný. Pomocí protilátky proti kalretininu byl stanoven ve věku šesti a jedenácti měsíců 
počet vestibulárních neuronů, který byl stejný u mutantů a kontrol v obou věcích. Tyto výsledky 
ukazují, že periferní část vestibulárního systému nebyla mutací zásadně ovlivněna, a proto byly 
další analýzy zaměřeny na mozeček a colliculus inferior. Morfologická hodnocení ukázala, že 
oba uvedené orgány byly znatelně menší u mutantů [Tg(Pax2-Isl1)] a rýhování mozečku bylo 
abnormální, kdy laloky I-III byly často spojeny v jeden lalok a výjimečně také chyběly laloky 
VI a VII. Změny v mozečku byly také prokázány na molekulární úrovni. U [Tg(Pax2-Isl1)] byl 
detekován menší počet kalbindin pozitivních Purkyňových buněk v lobulech I-III a méně 
kalretinin pozitivních unipolárních kartáčových buněk v lobulech IX a X. Změny v expresi 
proteinů vázajících vápenaté ionty (kalbindin a kalretinin) značí možný zhoršený přenos 
informací u mutantů. Transkripční faktor ISL1 není u myší v mozečku exprimován, avšak u 
našeho transgenního modelu byl detekován v PAX2 pozitivních buňkách (GABAergní neurony 
- hvězdicové, košíčkové a Golgiho buňky). Expresní profil mozečku byl změněn v důsledku 
ektopické exprese ISL1, přičemž byly zaznamenány vyšší hladiny exprese genů pro transkripční 
faktory Pax6 a Neurod4 (neurogenní diferenciační faktor 4), pro proteiny důležité pro udržení 
vápníkové homeostáze Calb2 (kalretinin) a Cacng1 (podjednotka gama-1 napěťově řízeného 









































































5.2 Nezbytná role SOX2 pro vývoj neuronů a senzorických buněk vnitřního ucha 
Pro objasnění funkce transkripčního faktoru SOX2 během vývoje vnitřního ucha jsme použili 
systém Cre-loxP pro vytvoření podmíněné delece genu Sox2 v ISL1 pozitivních buňkách. 
Konkrétně byly myši Isl1-Cre nesoucí gen pro Cre rekombinázu vložený do endogenního 
lokusu genu Isl1 zkříženy s myším kmenem mající gen Sox2 ohraničený loxP sekvencemi 
(Sox2f/f) za účelem získání mutantních jedinců Isl1-Cre+/-; Sox2f/f (Sox2CKO). Myši Sox2+/f nebo 
Sox2f/f byly použity jako kontroly. Imunohistologická barvení potvrdila shodující se expresi 
ISL1 a Isl1-Cre. Myší kmen Isl1-Cre byl vybrán z důvodu exprese Isl1-Cre v senzorických i 
neurálních prekurzorech od raného vývoje vnitřního ucha. 
Heterozygotní jedinci se zachovalou jednou alelou Sox2 (Isl1-Cre; Sox2f/+) byli 
životaschopní a bez zjevného fenotypu, zatímco homozygoti s podmíněnou delecí obou alel 
umírali krátce po narození a měli menší abnormálně vyvinuté oči. Trojrozměrná rekonstrukce 
vnitřního ucha v E14,5 odhalila chybějící kristy i anteriorní a posteriorní kanál, menší utrikulus 
a sakulus a o 20 % zkrácenou kochleu u Sox2CKO. Excise Sox2 v některých orgánech vnitřního 
ucha byla zpožděná, protože byl tento transkripční faktor detekován v E11,5 a E13,5 v utrikulu, 
sakulu a kochleární bázi, zatímco v kristách nebyla jeho exprese u mutanta nikdy potvrzena. 
Reziduální exprese SOX2 byla dostatečná k diferenciaci limitovaného počtu vláskových buněk, 
které byly detekovány v utrikulu, sakulu a bazální části sluchového ústrojí. Mutantní kochlea 
v oblasti báze obsahovala vláskové buňky, které se lišily svou velikostí, orientací a organizací 
stereocílií ve srovnání s vláskovými buňkami kontrol, zatímco vláskové buňky v utrikulu byly 
svojí morfologií srovnatelné mezi mutantem a kontrolou. V kochleární bázi byla detekována 
reziduální exprese Atoh1 mRNA korespondující s expresí SOX2 a potvrzující jednoznačnou 
závislost Atoh1 na SOX2. Souhrnně tyto výsledky ukazují na důležitost SOX2 pro přežití 
senzorických prekurzorů a diferenciaci vláskových buněk. Některé vláskové buňky Cortiho 
orgánu byly pozitivní na marker vláskových buněk (myosin VIIa) i marker nervových vláken 
(acetylovaný α-tubulin) naznačující možnou roli SOX2 při segregaci neuronálního a 
senzorického fenotypu. Po podmíněné deleci Sox2 nebyl ve vnitřním uchu detekován Fgf10, 
jehož exprese je tak přímo nebo nepřímo ovlivňována SOX2.  
V E10,5 neuroblasty u Sox2CKO delaminovaly podobně jako u kontrol a exprese 
transkripčních faktorů NEUROD1 a PAX2 byla srovnatelná mezi kontrolou a mutantem 
v E11,5. O několik dní později (E13,5) však došlo k úbytku vestibulárních vláken a v E14,5 - 
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E15,5 byla potvrzena masivní apoptóza neuronů vestibulárního ganglia. Neurony spirálního 
ganglia byly u mutanta detekovány pouze v bázi a v E15,5 taktéž podléhaly programované 
buněčné smrti. Nervová vlákna těchto neuronů vedla jednak k reziduálním vláskovým buňkám 
v kochleární bázi a jednak i do oblastí bez senzorického epitelu. Apikální neurony se 




































5.3 Defekt primární tonotopické organizace a dysfunkce centrální sluchové dráhy 
v důsledku ztráty NEUROD1 ve vnitřním uchu 
Systém Cre-loxP a myší kmen Isl1-Cre byl využit i při přípravě experimentálního modelu 
s podmíněnou delecí genu Neurod1 (Neurod1CKO). Isl1-Cre je aktivní v neurosensorických 
prekurzorech během vývoje vnitřního ucha, ale není exprimována v centrálních 
částech sluchově rovnovážného systému včetně kochleárního jádra a colliculus inferior. Pomocí 
Isl1-Cre je tedy možné oddělit primární vliv delece Neurod1 ve vnitřním uchu od sekundárních 
změn v centrálních částech sluchové dráhy. Toto nebylo možné u předchozích modelů s delecí 
genu Neurod1. 
Náš unikátní myší model s homozygotní podmíněnou delecí Neurod1 byl schopný přežít do 
dospělosti, což nám umožnilo provést i fyziologické měření sluchových a vestibulárních funkcí. 
Dospělí mutanti nevykazovali žádné motorické dysfunkce, které by naznačovaly významné 
změny ve vestibulárním systému. Imunohistologickými metodami bylo zjištěno, že kochlea je 
zkrácená o 40 % u Neurod1CKO oproti kochlee dospělých kontrolních jedinců. Toto zkrácení 
mělo pravděpodobně za následek dezorganizaci senzorického epitelu v apexu, kde docházelo 
ke zmnožení řad vláskových i podpůrných buněk a transdiferenciaci vnějších vláskových buněk 
na vnitřní vláskové buňky.  
Podmíněná delece Neurod1 nejvíce ovlivnila vývoj neuronů spirálního ganglia, jejichž počet 
byl snížen o 80 %. Rovněž počet aferentních zakončení na vnitřních vláskových buňkách, tzn. 
„ribbon“ synapsí, byl signifikantně redukován u Neurod1CKO v porovnání s kontrolními 
jedinci. Ačkoli počet neuronů spirálního ganglia u mutantů byl významně nižší, neuronová 
vlákna tvořila hustou síť inervující sensorické buňky v kochlee. Několik významných rozdílů 
v kochleární inervaci mezi kontrolami a Neurod1CKO však bylo identifikováno: 
u Neurod1CKO byla radiální vlákna delší a mezi jednotlivými svazky byly větší rozestupy; 
eferentní vlákna netvořila typický svazek označovaný jako „intraganglionic spiral bundle“; těla 
neuronů byla nepravidelně uspořádaná v různě velkých shlucích a v apexu neurony úplně 
chyběly. Snížený počet neuronů ve spirálním gangliu lze vysvětlit změnami v migraci 
neuroblastů a změnami v segregaci vestibulárního a spirálního ganglia. U Neurod1CKO se 
vytvořilo neoddělené „spiro-vestibulární“ ganglium v oblasti korespondující vestibulárnímu 
gangliu kontrol, které obsahovalo spirální i vestibulární neurony inervující jednak rovnovážné 
orgány a jednak senzorické buňky sluchového ústrojí. Navigace axonů neuronů byla poškozena 
87 
 
jak u neuronů ve „spiro-vestibulárním“ gangliu, tak u neuronů lokalizovaných ve spirálním 
gangliu. U mutantů byly detekovány axony neuronů spirálního ganglia vedoucí do orgánů 
vestibulárního systému a naopak neurony vestibulárního ganglia inervovaly vláskové buňky 
kochley. Tyto experimenty navíc poprvé ukázaly, že neurony spirálního ganglia u Neurod1CKO 
inervovaly více než jednu vnitřní vláskovou buňku. 
Podobně dezorganizovaná byla i vlákna vedoucí z vnitřního ucha Neurod1CKO do centrální 
sluchové a vestibulární dráhy. Aferentní vlákna v kochleárním jádře byla nesegregovaná mezi 
dorsální a ventrální částí, přičemž DCN bylo téměř bez inervace. V kochleárním jádře mutanta 
byla také nalezena vlákna vedoucí z rovnovážných orgánů vnitřního ucha, která by měla správně 
vést do mozečku podobně jako u kontrol. Změny během vývoje vnitřního ucha při podmíněné 
deleci Neurod1 měly sekundární efekt na vývoj kochleárního jádra, jehož objem byl u mutantů 
redukován o 40 % a morfologicky srovnatelné chundelaté buňky byly odlišně distribuované 
ve ventrální části, VCN. Pomocí imunohistologického barvení protoonkogenu c-Fos, který je 
aktivován již po patnácti minutách po akustickém stimulu, bylo možné analyzovat tonotopickou 
organizaci centrální sluchové dráhy. Po akustické stimulaci určitou frekvencí byl u kontrolních 
myší v kochleárním jádře detekován úzký izofrekvenční pás aktivovaných neuronů odpovídající 
tonotopickému uspořádání pro danou frekvenci. Naproti tomu u Neurod1CKO byly aktivované 
neurony rozsety po celém kochleárním jádře a jejich počet byl přibližně dvojnásobný 
v porovnání s kontrolami. Tyto výsledky ukazují poškozenou tonotopii v souvislosti s delecí 
Neurod1. 
Další naše experimenty byly zaměřeny na charakterizaci neuronálních odpovědí 
při zpracování zvukového signálu v colliculus inferior. Mezi vyhodnocovanými parametry 
byly: (a) charakteristická frekvence, což je frekvence tónu, při níž je práh odpovědi nejnižší; (b) 
frekvenční prahová křivka, která ohraničuje excitační oblast neuronu; (c) funkce RIF („rate-
intensity function”) měřící velikost odpovědi neuronu v závislosti na intenzitě zvuku; (d) 
spontánní aktivita neuronů a (e) frekvenční selektivita neuronu. Tyto analýzy ukázaly, že myši 
Neurod1CKO byly schopny rozlišit akustické signály v omezeném rozpětí 9 až 28 kHz 
v porovnání s kontrolami, u kterých byly naměřeny odpovědi v rozmezí od 2 do 80 kHz. Také 
byla u mutantů zhoršena selektivita frekvencí, kdy při izolovaném zvuku mělo excitační pole 
v colliculus inferior více amplitud místo jedné charakteristické odpovídající dané frekvenci. 
Inhibiční oblasti odpovědi neuronů u dvou-tónové stimulace byly redukovány do několika 
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malých ploch u Neurod1CKO místo typických dvou velkých postranních oblastí u kontrol. Další 
charakterizace neuronů v colliculus inferior Neurod1CKO odhalily zvýšenou spontánní aktivitu 
neuronů, jiné procentuální zastoupení druhů neuronů, menší úspěšnost a synchronizaci 
odpovědí na zvuk v podobě klikání. Změny funkčních vlastností neuronů v colliculus inferior 
se projevily i u behaviorálních reakcí mutantů Neurod1CKO na zvukové podněty. Behaviorální 
testy ukázaly, že myši Neurod1CKO měly snížené prahy reakcí na zvuk a některé jejich 

















































Tato práce analyzuje role transkripčních faktorů ISL1, SOX2 a NEUROD1 ve vývoji 
vnitřního ucha pomocí tří různých myších modelů – [Tg(Pax2-Isl1)], Sox2CKO a Neurod1CKO. 
Pro zkoumání funkcí transkripčních faktorů SOX2 a NEUROD1 ve vývoji vnitřního ucha jsme 
pro jejich tkáňově specifickou deleci použili Isl1-Cre. Isl1-Cre zprostředkovala účinnou 
rekombinaci v progenitorech senzorického epitelu i v delaminujících senzorických neuronech 
vnitřního ucha, ale zároveň nebyla exprimována v částech centrální sluchové dráhy včetně 
kochleárního jádra a colliculus inferior. Pomocí imunohistologického barvení bylo potvrzeno, 
že se exprese Cre rekombinázy shoduje s expresí ISL1. Tento výsledek potvrzuje předchozí 
publikované poznatky (Radde-Gallwitz, Pan et al. 2004, Huang, Sage et al. 2008). 
6.1 Transgenní exprese ISL1 narušila funkci vnějších vláskových buněk Cortiho orgánu. 
Pro studium funkce ISL1 ve sluchově rovnovážném ústrojí byl vytvořen nový myší model 
[Tg(Pax2-Isl1)] s transgenní expresí ISL1 řízenou regulační sekvencí pro gen Pax2. Tato 
regulační sekvence byla vybrána z důvodu velmi rané aktivity ve vnitřním uchu. Exprese PAX2 
je u myšího embrya detekována již ve věku E8 ve ventrální části otocysty a později 
v diferencujících se vláskových buňkách všech senzorických orgánů vnitřního ucha (Lawoko-
Kerali, Rivolta et al. 2002). Spolu s PAX8 je PAX2 nezbytný pro morfologii vnitřního ucha a 
specifikaci neurosenzorických buněk (Burton, Cole et al. 2004, Bouchard, de Caprona et al. 
2010). Embryonální ektopická exprese ISL1 u [Tg(Pax2-Isl1)] ve vnitřním uchu měla 
za následek zvětšené kochleovestibulární ganglium v E10,5 a růst delších více větvených 
nervových vláken v E12,5. Tato urychlená diferenciace aferentních nervových vláken 
v periferní i centrální části sluchově rovnovážné soustavy nekorespondovala se žádnými 
změnami aferentní inervace u dospělých jedinců [Tg(Pax2-Isl1)]. Transgenní exprese ISL1 
překvapivě negativně ovlivnila otoakustické emise (DPOAE) u stárnoucích mutantů. DPOAE 
byly u myší [Tg(Pax2-Isl1)] signifikantně snížené v celém rozsahu měřených frekvencí již 
u nejmladší skupiny (1-5 měsíců) a u starších jedinců (6-9 a 10-15 měsíců) emise nebyly vůbec 
detekovány. Se změnami otoakustických emisí také korelovaly prahy sluchových kmenových 
potenciálů (ABR), které se zvyšovaly u nejmladších jedinců [Tg(Pax2-Isl1)] nejprve pouze 
v oblasti vysokých frekvencí odpovídající bázi kochley a se zvyšujícím se věkem byly prahy 
zvýšené po celé délce kochley. Snížení otoakustických emisí často poukazuje na ztrátu vnějších 
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vláskových buněk nebo jejich nefunkčnost (Wu, Gao et al. 2004). Jednou z možných příčin 
ztráty funkce vnějších vláskových buněk je ztráta exprese proteinu prestinu, který je 
exprimovaný v laterální stěně maturovaných vnějších vláskových buněk a je zodpovědný 
za jejich smršťování a natahování při akustické stimulaci (Belyantseva, Adler et al. 2000, 
Liberman, Gao et al. 2002). Imunohistochemické barvení a analýzy kvantitativní PCR ukázaly, 
že u mutantů [Tg(Pax2-Isl1)] v porovnání s kontrolami nedocházelo ani k významné ztrátě 
vláskových buněk ani ke změnám exprese prestinu. Dalším možným důvodem zhoršené funkce 
vnějších vlaskových buněk mohou být změny v inervaci. Vnější vláskové buňky jsou 
inervovány aferentními spirálními neurony II. typu, které podle nejnovějších výsledků hrají roli 
v protekci senzorických buněk před nadměrným hlukem (Liu, Glowatzki et al. 2015). Synapse 
mezi vnějšími vláskovými buňkami a neurony II. typu jsou zpětně kontrolovány eferentními 
vlákny z mediální olivy superior v mozkovém kmeni (Fuchs a Lauer 2018). Mezi hlavní funkce 
eferentní inervace vnějších vláskových buněk patří přesná lokalizace zvuku (Andeol, Guillaume 
et al. 2011, Irving, Moore et al. 2011), ochrana při akustickém traumatu (Lauer a May 2011) a 
během stárnutí (Liberman, Liberman et al. 2014). Naše analýzy ukázaly, že počet eferentních 
zakončení na vnějších vláskových buňkách u [Tg(Pax2-Isl1)] byl významně snížen již ve dvou 
měsících. Toto snížení zřejmě souvisí s ektopickou expresí ISL1 v neuronech mozkového 
kmene mutantů vedoucí k narušení jejich funkce, zatímco u kontrol v mediální olivě superior 
není ISL1 exprimován.  
Naše výsledky ukazují negativní efekt transgenní exprese ISL1 v porovnání s publikovanými 
výsledky popisující naopak prospěšný vliv navýšené exprese ISL1 z hlediska sluchových 
funkcí. Huang et al. (Huang, Kantardzhieva et al. 2013) použil pro navýšení exprese ISL1 
regulační sekvenci genu Pou4f3 (dříve označovaný jako Brn3c), která je aktivní v maturovaných 
vláskových buňkách od E14 a jejíž exprese přetrvává v senzorických buňkách i v dospělosti 
(Xiang, Gan et al. 1997). U těchto mutantů nadprodukce ISL1 prodloužila přežívání vláskových 
buněk a neuronů spirálního ganglia po akustickém traumatu (Huang, Kantardzhieva et al. 2013), 
zatímco u našeho mutanta [Tg(Pax2-Isl1)] transgenní exprese ISL1 byla spojena se zhoršením 
sluchových funkcí a rychlejší degenerací spirálního ganglia během stárnutí. Tyto rozdílné 
výsledky jsou dány použitím odlišných regulačních sekvencí pro transgenní expresi ISL1. 
U našeho modelu byla použita regulační sekvence Pax2, která v maturovaných vláskových 
buňkách není aktivní, ale je naopak aktivní v raných stádiích vývoje vnitřního ucha (Lawoko-
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Kerali, Rivolta et al. 2002). Navíc regulační sekvence Pax2 je aktivní v eferentních neuronech 
mozkového kmene a jak bylo ukázáno u našeho mutanta [Tg(Pax2-Isl1)], ektopická exprese 
ISL1 v těchto neuronech vedla k předčasné degeneraci eferentního systému vnitřního ucha. 
Na těchto modelech s transgenní expresí ISL1 je zřejmé, že vliv transkripčních faktorů na vývoj 
a funkci sluchového systému je závislý na jejich časové a prostorové expresi, která pak odlišně 
ovlivňuje jejich konečný účinek. 
6.2 Transgenní exprese ISL1 ovlivnila vývoj a funkci centrální části vestibulárního 
systému. 
Transgenní myši [Tg(Pax2-Isl1)] vykazovaly změny chování a to zejména hyperaktivitu a 
pohyb v kruhu, které jsou tradičně spojovány s defekty vestibulárního systému. Z tohoto 
důvodu kromě sluchového systému byl u našeho mutanta analyzován také vestibulární systém. 
Jediný defekt vestibulárního periferního aparátu nalezený u myší [Tg(Pax2-Isl1)] byl menší 
sakulus s menším počtem vláskových buněk. Tato změna koreluje s expresí Pax2 ve vyvíjející 
se ventrální části otocysty (Torres, Gomez-Pardo et al. 1996), ze které vzniká kochlea a právě 
sakulus. Ektopicky exprimovaný ISL1 tedy může ovlivňovat expresi genů pro transkripční 
faktory důležité pro vývoj ventrální části otického váčku např. Otx2 („Homeobox protein 
OTX2“) či Gbx2 („Homeobox protein GBX-2“), u nichž bylo pomocí myších modelů nesoucí 
deleci některého z těchto genů ukázána jejich role na vývoji sakulu (Morsli, Tuorto et al. 1999, 
Lin, Cantos et al. 2005). Tato minimální morfologická změna v orgánech rovnovážného 
systému však nemůže být příčinou zjevného vestibulárního fenotypu u mutanta [Tg(Pax2-Isl1)], 
a proto byly další analýzy zaměřeny na centrální část vestibulární dráhy. Významné 
morfologické rozdíly ve vestibulární dráze byly detekovány hlavně v mozečku u [Tg(Pax2-
Isl1)], kde docházelo ke špatnému rýhování laloků. Nejčastěji byly postiženy anteriorní laloky, 
kdy laloky I-III splývaly v jediný lalok. Obdobný defekt byl také zaznamenán u myší 
s podmíněnou delecí genu pro „Homeobox protein engrailed-1“ (En1), který taktéž hraje 
významnou roli během vývoje anteriorních laloků mozečku (Sgaier, Lao et al. 2007). EN1 je 
exprimován od raného věku E8,5 v dorsální části středního mozku, ze kterého vzniká colliculus 
inferior a anteriorní části mozečku podobně jako PAX2 (Joyner 1996). Transkripční faktor ISL1 
není běžně v mozečku exprimován a můžeme tedy předpokládat, že jeho ektopická exprese u 
transgenních myší pravděpodobně způsobila přímou nebo nepřímou inhibici EN1 a tím také 
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stejný abnormální fenotyp mozečku. Dalším vývojovým defektem u myší [Tg(Pax2-Isl1)] byl 
výrazně menší colliculus inferior ve srovnání s kontrolami, což bylo opět popsáno u modelu 
s podmíněnou delecí En1 (Sgaier, Lao et al. 2007). 
Kromě morfologických změn v mozečku a colliculus inferior byly také zaznamenány 
odchylky na molekulární úrovni. PAX2 je v mozečku aktivní již od E13 avšak pouze 
v neuronech, v gliových buňkách nebyl detekován. Konkrétně transkripční faktor PAX2 
specifikuje všechny druhy GABAergních inhibičních interneuronů v mozečku (hvězdicové, 
košíčkové a Golgiho buňky)(Maricich a Herrup 1999). Naopak glutamátové excitační neurony 
granulární vrstvy se vyznačují expresí proteinu DLG4 (označováný také jako PSD95) a 
transkripčního faktoru PAX6 (Fukaya, Ueda et al. 1999, Yeung, Ha et al. 2016). Hladina mRNA 
genů Pax6 a Dlg4 byla navýšena v mozečku [Tg(Pax2-Isl1)], což ukazuje na možnou roli ISL1 
během specifikace neuronů. Dále byla u mutantů potvrzená zvýšená exprese genu pro 
transkripční faktor Neurod4, který je aktivován právě ISL1 (Dykes, Tempest et al. 2011). Kromě 
transkripčních faktorů byla také ovlivněna hladina mRNA některých genů pro proteiny 
vápníkové homeostáze – Calb2 a Cacng1. Calb2 je gen pro protein kalretinin a je exprimován 
v granulárních buňkách mozečku (Bastianelli 2003), zatímco Cacng1 je exprimován zejména 
v kosterním svalstvu, ale jeho exprese byla potvrzena i v mozečku (Burgess, Gefrides et al. 
2001). Výsledky kvantitativní PCR naznačují, že ektopická exprese ISL1 v mozečku zapříčinila 
změněný expresní profil neuronů, přičemž došlo k navýšení exprese genů typických 
pro granulární buňky (Pax6, Dlg4 a Calb2), ke změně exprese transkripčních faktorů, jejichž 
exprese je přímo regulována ISL1 (Neurod4) a ke změně exprese genů důležitých 
pro vápníkovou homeostázi (Cacng1 a Calb2). 
V dalších analýzách byly nalezeny změny v GABA signalizaci. Po aplikaci pikrotoxinu, 
inhibitoru neurotransmiteru GABA (Gahwiler 1975), bylo hyperaktivní chování mutanta 
[Tg(Pax2-Isl1)] normalizováno. Správná signalizace je rozhodující pro koordinaci pohybu a 
degenerace mozkových obvodů je spojena s několika neurologickými degenerativními 
chorobami. Například myší a potkaní modely s poruchou pozornosti („Attention Deficit 
Hyperactivity Disorder“; ADHD) vykazují srovnatelné výsledky na rotarodu jako kontroly 
(Qian, Lei et al. 2010, Majdak, Ossyra et al. 2016) podobně jako v případě našeho 
hyperaktivního mutanta [Tg(Pax2-Isl1)]. Stejný fenotyp chování mají myši nesoucí mutaci 
A53R v Snca genu (gen pro protein α synuklein), které trpí Parkinsonovou nemocí (Graham a 
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Sidhu 2010, Paumier, Sukoff Rizzo et al. 2013). Naše výsledky ukazují, že změny v transkripční 
regulaci ve vývoji vestibulárního systému mohou přispět k psychiatrickým a motorickým 
poruchám, které také korelují se zmenšujícím se anteriorním lalokem mozečku související 
s věkem (Hulst, van der Geest et al. 2015) a změnou GABA signalizace, která byla zaznamenána 
u lidí s ADHD (Courvoisie, Hooper et al. 2004, Edden, Crocetti et al. 2012). 
6.3 Opožděná a variabilní delece Sox2 vede k abnormálnímu morfologickému vývoji 
vnitřního ucha s reziduálními neurosenzorickými buňkami. 
Pro studium funkce transkripčního faktoru SOX2 byl vytvořen nový myší model 
s podmíněnou delecí Sox2 (Sox2CKO) pomocí systému Cre-loxP křížením myších kmenů Isl1-
Cre a Sox2f/f. SOX2 je považován za jeden z nejranějších markerů otické plakody, jelikož jeho 
exprese je detekována ve většině prekurzorů vnitřního ucha již ve věku E8,5 (Wood a Episkopou 
1999). ISL1 je také exprimován v otocystě, avšak ve stejném věku byl detekován pouze 
v několika buňkách (Radde-Gallwitz, Pan et al. 2004). Předpokládali jsme, že excise Sox2 
u myšího modelu Sox2CKO bude zpožděná i také proto, že delece pomocí Cre rekombinázy 
může být opožděná (Nagy 2000). Reziduální exprese SOX2 byla u mutanta detekována 
v sakulu, utrikulu a bazální části kochley, zatímco u kontroly byl SOX2 exprimován ve všech 
orgánech vnitřního ucha. Tento výsledek ukazuje na opožděnou deleci genu Sox2 
v experimentálním modelu Sox2CKO. 
Podobně jako u myší s náhodnou inzercí plasmidu do genu Sox2 nebo s mutací tohoto genu 
vzniklou rentgenovým zářením (Kiernan, Pelling et al. 2005) byly u Sox2CKO detekovány 
rozsáhlé morfologické malformace vnitřního ucha – chybějící polokruhovité kanály, menší 
vestibulární makuly a kratší kochlea potvrzující důležitost SOX2 během morfogeneze vnitřního 
ucha (Steevens, Glatzer et al. 2019). Dalším důležitým faktorem pro vývoj sluchově 
rovnovážného ústrojí je FGF10, po jehož deleci se nevytvářejí vestibulární kanály (Pauley, 
Wright et al. 2003). Po podmíněné deleci Sox2 nebyl u mutanta pomocí in situ hybridizace 
detekován Fgf10, což ukazuje na přímou nebo nepřímou závislost exprese Fgf10 na SOX2. 
Naše výsledky potvrzují, že transkripční faktor SOX2 je nezbytný pro specifikaci a 
diferenciaci vláskových i podpůrných buněk (Dabdoub, Puligilla et al. 2008). Ve vnitřním uchu 
Sox2CKO byl detekován zbytkový senzorický epitel pouze v místech s pozůstatky exprese 
SOX2 (utrikulus, sakulus a kochleární báze). Ve stejných oblastech byla detekována exprese 
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transkripčního faktoru ATOH1, který je nezbytný pro diferenciaci vláskových buněk 
(Bermingham, Hassan et al. 1999). Naše výsledky jsou v souladu s předešlými publikacemi 
ukazující závislost Atoh1 na SOX2 (Ahmed, Wong et al. 2012, Kempfle, Turban et al. 2016). 
Některé senzorické orgány Sox2CKO neobsahovaly žádné sensorické buňky (kristy 
polokruhovitých kanálů a apex kochley), zatímco v některých orgánech vnitřního ucha byly 
zbytkové vláskové buňky detekovány (utrikulus, sakulus a kochleární báze). Jedno z možných 
vysvětlení by byla rozdílná účinnost Cre rekombinázy. Tato možnost byla vyloučena pomocí 
křížení myší Isl1-Cre a Atoh1f/f, u nichž nebyly nalezeny vláskové buňky v žádném orgánu 
vnitřního ucha a rekombinace tak byla úplná jak v celé délce kochley, tak i ve všech 
vestibulárních orgánech. Dalším důvodem rozdílného výskytu senzorických buněk v orgánech 
vnitřního ucha by mohla být časově posunutá delece Sox2 ve vnitřním uchu Sox2CKO. Nicméně 
exprese Atoh1, prvního diferenciačního markeru vláskových buněk, který je řízen transkripčním 
faktorem SOX2, začíná přibližně v E12,5 ve všech vestibulárních orgánech a až o den později 
je detekován v kochleární bázi (Pan, Jahan et al. 2012). Z tohoto důvodu by měly být reziduální 
vláskové buňky nalezeny ve všech vestibulárních orgánech, avšak v kristách Sox2CKO nebyly 
žádné vláskové buňky detekovány. Vysvětlením by mohl být odlišný původ vláskových buněk, 
které se vyvíjí ze senzorických a neurosenzorických prekurzorů (Fritzsch, Beisel et al. 2006). 
Vláskové buňky makul (utrikulus a sakulus) a kochleární báze jsou kromě senzorického i 
neurosenzorického původu, zatímco epitelové buňky krist a apexu vznikají výhradně jen 
ze senzorických prekurzorů (Matei, Pauley et al. 2005, Koundakjian, Appler et al. 2007, Raft, 
Koundakjian et al. 2007). 
Změny v důsledku podmíněné delece Sox2 nebyly zaznamenány pouze ve vývoji vláskových 
a podpůrných buněk, ale také ve spirálním a vestibulárním gangliu. Ve věku E18,5 bylo 
ve vnitřním uchu mutantů Sox2CKO detekováno pouze několik nervových vláken inervujících 
vestibulární orgány a bazální část kochley v porovnání s hustou inervací všech orgánů vnitřního 
ucha su kontrol. Kochleární apex byl zcela bez inervace u Sox2CKO. Neurony apexu se 
diferencují a ukončují buněčný cyklus nejpozději ze všech neuronů vnitřního ucha (Ruben 
1967), což naznačuje, že v případě delece Sox2 dochází ke specifikaci pouze raných nervových 
buněk, zatímco později diferencované neurony se ve vnitřním uchu nevyvíjejí. Ačkoli z počátku 
vývoje (E11,5) byla inervace srovnatelná mezi Sox2CKO a kontrolou, v následujících dnech 
docházelo k rozsáhlé apoptóze v oblasti vývíjejícího se sluchově rovnovážného ganglia a poté 
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ke ztrátě nervových vláken. K apoptóze docházelo v období vývoje, kdy nervová vlákna začínají 
být závislá na neurotrofinech BDNF a NTF-3 produkovaných senzorickým epitelem (Fritzsch, 
Silos-Santiago et al. 1997, Farinas, Jones et al. 2001, Ramekers, Versnel et al. 2012). Naše 
výsledky poprvé ukazují, že ztráta inervace raně se vyvíjejících neuronů v důsledku delece Sox2 
je tedy pravděpodobně druhotným důsledkem ztráty vláskových a podpůrných buněk. 
6.4 NEUROD1 je nezbytný pro tonotopické uspořádání sluchové dráhy. 
Transgenní myši Isl1-Cre byly využity i pro získání dalšího nového myšího modelu 
s podmíněnou delecí genu Neurod1 (Neurod1CKO). Kochlea dospělých myší Neurod1CKO je 
o 40 % kratší v porovnání s kontrolami. Toto zkrácení bylo popsáno i u myší s úplnou delecí 
genů Neurog1 (Ma, Anderson et al. 2000) či Neurod1 (Kim, Fritzsch et al. 2001) a podmíněnou 
delecí Neurod1 řízenou Pax2-Cre (Jahan, Pan et al. 2010). Nejkratší kochlea byla detekována 
u experimentálního modelu nesoucí totální deleci Neurog1, u něhož kochlea dosahuje pouze 
51% kochleární délky kontrol. Toto výraznější zkrácení může být zapříčiněno ranější expresí 
NEUROG1 oproti NEUROD1 a také tím, že NEUROG1 reguluje expresi Neurod1 (Fritzsch, 
Eberl et al. 2010). Délka kochley u myší s podmíněnou delecí Neurod1 řízenou Isl1-Cre a 
Pax2-Cre je srovnatelná. Se zkrácením kochley také souvisí dezorganizace buněk Cortiho 
orgánu, která byla detekována u všech výše zmíněných mutantů i u našich jedinců 
Neurod1CKO. Avšak jedinou oblastí se zmnoženými řadami senzorických buněk a chybně 
orientovanými vláskovými buňkami je vždy apex, takže dezorganizace epitelu je 
pravděpodobně druhotným výsledkem zkrácení kochley. Tuto hypotézu potvrzují Ma et al., 
(Ma, Anderson et al. 2000), kteří u mutanta nezaznamenali zvýšený celkový počet vláskových 
buněk v celé délce Cortiho orgánu. 
Nejvýraznější defekty vnitřního ucha u Neurod1CKO byly detekovány ve spirálním gangliu 
a inervaci. Předchozí publikace se vždy zaměřily pouze na nervová vlákna, kterých je u myší 
s mutací v genu Neurod1 výrazně méně (Kim, Fritzsch et al. 2001, Jahan, Kersigo et al. 2010). 
My jsme také zaznamenali úbytek vláken, ale vůbec poprvé jsme kvantifikovali počet neuronů 
spirálního ganglia, jenž u Neurod1CKO dosahoval pouze 20 % z celkového počtu neuronů 
spirálního ganglia kontrolních myší. Došlo také ke snížení počtu nervových zakončení na 
vnitřních vláskových buňkách, tzv. „ribbon“ synapsí. Avšak tyto synapse jsou u mutanta 
redukovány pouze z 50 %, při čemž by však jeden neuron spirálního ganglia měl inervovat vždy 
pouze jednu vnitřní vláskovou buňku. Tento rozdíl mezi snížením počtu sluchových neuronů a 
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„ribbon“ synapsí lze vysvětlit dvěma mechanismy – vláskové buňky jsou inervovány i jinými 
neurony než sluchovými nebo spirální neurony inervují více sensorických buněk. Tyto hypotézy 
byly ověřeny metodou trasování neuronů lipofilickou próbou. Tyto analýzy ukázaly, že 
u mutanta jeden spirální neuron inervuje více než jednu vnitřní vláskovou buňku a že inervace 
jednotlivých orgánů vnitřního ucha u Neurod1CKO není oddělená. Neurony vestibulárního 
ganglia inervují jak rovnovážné orgány, tak i sluchové vláskové buňky, a neurony spirálního 
ganglia mají synapse jak v kochlee, tak ve vestibulárním ústrojí. Metodou trasování neuronů i 
histologickými metodami bylo dále u mutanta detekováno zvětšené vestibulární ganglium 
obsahující vestibulární i spirální neurony, které jsme nazvali „spiro-vestibulární“ ganglium. 
Všechny tyto defekty inervace vnitřního ucha mohou být zapříčiněny chybnou migrací 
neuroblastů a neuronů během vývoje, při nichž hraje NEUROD1 důležitou roli (Kim 2013). 
Obdobné abnormality (zvětšené nesegregované ganglium, menší hustota vláken) byly také 
detekovány u myší s podmíněnou delecí genu pro transkripční faktor SOX10 exprimovaný 
zejména v gliových buňkách vnitřního ucha (Mao, Reiprich et al. 2014). Na základě našich 
výsledků spolu se závěry zmíněných publikací lze usuzovat, že pro správnou migraci 
neuroblastů je tedy důležitá souhra neurálních i gliových transkripčních faktorů. 
Změny ve vnitřním uchu po podmíněné deleci Neurod1 se promítly i do centrálních částí 
sluchové dráhy. Ačkoli je NEUROD1 exprimován v kochleárním jádru, působením Isl1-Cre 
docházelo k jeho deleci pouze ve vnitřním uchu a my tak poprvé mohli sledovat změny v mozku 
způsobené abnormalitami na periferii sluchové dráhy. Menší počet neuronů spirálního ganglia 
a méně hustá inervace ovlivnila vývoj kochleárního jádra, jehož objem byl u mutanta 
v dospělosti cca o 39 % menší a obsahoval celkově méně chundelatých buněk. Zmenšené 
kochleární jádro bylo v minulosti detekováno po chirurgickém odstranění kochley u mladých 
hlodavců (Tierney, Russell et al. 1997). Dalším důsledkem rané ztráty Cortiho orgánu u myší 
je apoptóza neuronů spirálního ganglia a následně nervových buněk kochleárního jádra (Tong, 
Strong et al. 2015). K těmto negativním změnám v kochleárním jádru dochází vlivem ztráty 
aferetních vláken z vnitřního ucha, ke které však musí dojít během embryonálního nebo raného 
postnatálního vývoje. Ztráta inervace vnitřního ucha v dospělosti nemá na velikost kochleárního 
jádra vliv. Doposud nebyly publikovány výsledky ukazující, že vlivem ztráty spirálního ganglia 
dochází k porušení tonotopie kochleárního jádra (Wright, Hwang et al. 2014). Naše experimenty 
tak poprvé ukázaly, že ztráta tonotopického uspořádání v kochlee u Neurod1CKO, kdy bazální 
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neurony spirálního ganglia inervují kochleární bázi i apex a naopak apikální neurony mají 
nervová zakončení na vláskových buňkách po celé délce kochley, vedla ke změně tonotopie 
v centrálních částech sluchové dráhy v kochleárním jádře a colliculus inferior. Detekcí 
aktivovaných neuronů v kochleárním jádře pomocí protilátky proti c-Fos bylo ukázáno, že 
zatímco u kontrol bylo aktivováno pouze několik neuronů v úzkém izofrekvenčním pásu dané 
frekvence, u mutanta Neurod1CKO se aktivovalo dvakrát více neuronů v celém kochleárním 
jádře. Podobná ztráta tonotopie v kochleárním jádře byla zaznamenána u mutanta s delecí genů 
pro transkripční faktory Hox2 („Homeobox proteins Hox2“) v důsledku zmnožení synapsí 
u neuronů kochleárního jádra při zachování normálního přenosu akustického signálu 
ve vnitřním uchu (Karmakar, Narita et al. 2017). 
Naše funkční analýzy poprvé ukázaly, že změny frekvenčního rozsahu a přenosu akustického 
signálu z vnitřního ucha a kochleárního jádra vedou k funkční reorganizaci neuronů v colliculus 
inferior u Neurod1CKO. Následkem ztráty tonotopie a jednoneuronového spojení dochází 
ke změnám vlastností neuronů v colliculus inferior. Mění se např. prahy odpovědí, spontánní 
aktivita neuronů, frekvenční selektivita neuronů a velikost excitačních prahů. Poprvé jsme 
ukázali důsledky dezorganizované periferní projekční mapy neuronů spirálního ganglia na 
tonotopickou organizaci centrální sluchové dráhy. Změny frekvence, intenzity a zpracování 
akustické informace ovlivnily nejen fyziologické vlastnosti neuronů centrální sluchové dráhy, 
ale i zpracování zvukové informace na behaviorální úrovni. Reakce mutantů Neurod1CKO na 
zvukové podněty byly testovány měřením reflexní úlekové reakce na intenzivní akustický 
podnět a nadprahová citlivost sluchového systému byla testována pomocí prepulzní inhibice 
úlekové reakce. Změny v chování mutantů Neurod1CKO odráží změny nervových okruhů 
centrálních sluchových struktur včetně colliculus inferior a sluchové kůry. Plasticita a 
reorganizace neuronů se uplatňuje zejména během vývoje tonotopie v celé sluchové dráze 
(Kandler, Clause et al. 2009). Poprvé jsme ukázali, že mutace jednoho genu způsobuje 
fyziologicky neopravitelné chyby v nervových spojení jak na periferii, tak i v centrální části 
sluchové dráhy, které ukazují omezenou plasticitu mozku reagovat na výrazné změny tonotopie 





Tato práce byla zaměřena na studium rolí vybraných transkripčních faktorů (ISL1, SOX2 a 
NEUROD1) během proliferace, specifikace a diferenciace neurosenzorických buněk vnitřního 
ucha. Pro studium funkcí těchto proteinů byly použity tři myší modely - [Tg(Pax2-Isl1)], 
Sox2CKO a Neurod1CKO. 
Získané výsledky poprvé ukázaly, že presbyakuze (stařecká nedoslýchavost) by mohla být 
způsobena vedle ztráty vláskových buněk a neuronů spirálního ganglia i degenerací eferentních 
vláken vedoucích z mediální olivy superior mozkového kmene do vnitřního ucha. Ektopická 
exprese ISL1 řízená regulační sekvencí Pax2, která je aktivní i v mozkovém kmeni, vedla k 36% 
snížení objemu zakončení eferentních vláken na vláskových buňkách, což mělo za následek 
snížení funkčnosti těchto senzorických buněk a také zhoršení sluchových funkcí. Tyto výsledky 
jsou v souladu s předchozími výzkumy ukazujícími pozitivní vliv eferentních zakončení 
na životaschopnost vláskových buněk. 
Negativní změny v důsledku ektopické exprese ISL1 byly zaznamenány i v dráze 
rovnovážné. U transgenního modelu [Tg(Pax2-Isl1)] byl detekován menší sakulus s menším 
počtem vláskových buněk, avšak mnohem větší abnormality byly odhaleny v mozečku a 
středním mozku na úrovni morfologické i molekulární. Mozeček a colliculus inferior byly 
u mutanta celkově významně menší ve srovnání s kontrolami a struktura mozečku byla navíc 
u [Tg(Pax2-Isl1)] abnormální. Dále byla ektopickou nadprodukcí ISL1 ovlivněna GABA 
signalizace, což se projevovalo hyperaktivitou. Myší model [Tg(Pax2-Isl1)] by proto mohl být 
využíván při studiu ADHD. 
Experimenty na novém myším modelu se zpožděnou delecí genu Sox2 odhalily dosud 
neznámou funkci transkripčního faktoru SOX2 během vývoje vnitřního ucha. Poprvé byla 
ukázána přímá závislost diferenciace neuronů vnitřního ucha na expresi SOX2, jelikož byly 
detekovány raně se vyvíjecí vestibulární neurony, zatímco později se utvářející apikální spirální 
ganglium zcela chybělo. Dále bylo potvrzeno, že diferenciace buněk senzorického epitelu je 
závislá na přesné hladině exprese SOX2. Nedostatečná hladina tohoto transkripčního faktoru 
vede k morfologickým abnormalitám vláskových i podpůrných buněk. 
Podmíněná delece genu Neurod1 vedla k abnormálnímu vývoji na všech úrovních sluchové 
dráhy. Hlavní příčinou těchto změn byla defektní proliferace a migrace neuroblastů spirálního 
ganglia, ve kterých NEUROD1 hraje zásadní roli. Nedostatek tohoto transkripční faktoru 
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zapříčinil výraznou redukci neuronů spirálního ganglia s nedokonalou tonotopií, 
dezorganizovanou aferentní a eferentní kochleární inervaci a zvětšené atypické 
spiro-vestibulární ganglium. Toto poškození inervace vnitřního ucha se následně projevilo 
zhoršenými funkcemi komponetů centrální sluchové dráhy - kochleárního jádra a colliculus 
inferior, ukazující omezené spektrum vnímaných frekvencí, poškozenou tonotopii, zhoršenou 
selektivitu frekvencí a abnormální zpracování zvukové informace na behaviorální úrovni. 
Závěrem lze říci, že transkripční faktory ISL1, SOX2 a NEUROD1 jsou nezbytné 
pro správný vývoj buněk vnitřního ucha a že při změně v jejich expresi dochází k vážným 
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